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1 Einleitung
1.1 Zerebrale Ischämie und neuronaler Zelltod
1.1.1 Intrazelluläres Kalzium
Das Verständnis der Pathophysiologie des ischämisch verursachten Zelluntergangs
von Neuronen, wie er etwa beim ischämischen Schlaganfall vorkommt, hat sich in den
letzten Jahren stark gewandelt. Eine über die Jahre weitgehend konstante Feststel-
lung ist jedoch, dass zerebrale Ischämie in Neuronen zur Überladung mit Ca2+-Ionen
und darüber zum Zelltod führt [Lobner and Lipton, 1993, Siesjö et al., 1995, Xiong
et al., 2004]. Physiologischerweise wird die zytosolische Kalziumkonzentration in
Neuronen innerhalb enger Grenzen um ca. 100 nM gehalten [Zündorf and Reiser,
2011]. Transiente Anstiege in der zytosolischen Kalzium-Konzentration sind für vie-
le vitale Funktionen neuronaler Netzwerke unerlässlich, beispielsweise synaptische
Plastizität, Lernprozesse [Zündorf and Reiser, 2011] oder auch die Umwandlung von
elektrischen in chemische Signale an der Präsynapse [Matveev et al., 2011]. Eine lang
anhaltende Überladung mit Ca2+-Ionen jedoch aktiviert in Neuronen Enzyme und
Signalkaskaden, die letztendlich zum Zelltod führen [Bano and Nicotera, 2007]. Im
Laufe der Jahre gab es verschiedene Modelle, um den Zusammenhang von Ischämie
und neuronaler Ca2+-Überladung zu erklären, und auch heute ist der Mechanismus
noch nicht vollständig verstanden [Li et al., 2011].
1.1.2 Rolle von Glutamat & NMDA-Rezeptoren
Lange Zeit herrschte die Meinung vor, dass die wesentliche Ursache für den ischämi-
schen Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration und des damit verbundenen
neuronalen Zelltods in der Aktivierung von NMDA-Rezeptoren (NMDAR) durch den
exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat zu sehen ist [Goldberg et al., 1987, Choi
and Rothman, 1990]. Es konnte gezeigt werden, dass unter ischämischen Bedin-
gungen die zerebrale Glutamat-Konzentration ansteigt [McCulloch, 1992]. In Tier-
Experimenten konnte durch die Applikation von NMDAR-Antagonisten ein neuro-
protektiver Effekt gegenüber Ischämie nachgewiesen werden [Foster et al., 1988, Park
et al., 1988b, Park et al., 1988a]. Zwar ließen sich diese experimentellen Daten nicht
von allen Arbeiten reproduzieren [Jensen and Auer, 1988, Nellgård et al., 1991], den-
noch wurden durch diese Entdeckung große Hoffnungen auf neue klinische Therapie-
ansätze beim ischämischen Schlaganfall geweckt. Das Zeitfenster für eine NMDAR-
antagonistische Therapie lag im Tierexperiment bei ca. 2 h [Steinberg et al., 1995].
In den sich anschließenden klinischen Studien ließ sich für verschiedenste NMDA-
Rezeptor-Antagonisten enttäuschenderweise kein neuroprotektiver Effekt bei der Be-
handlung von ischämischen Schlaganfällen feststellen [Muir and Lees, 2003, Hoyte
et al., 2004].
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Interessanterweise gibt es mittlerweile tierexperimentelle Hinweise, dass - im Ge-
genteil - die pharmakologische Behandlung mit einem NMDAR-Agonisten beginnend
24 h nach der Ischämie einen günstigen Einfluss auf das somatosensorische und ko-
gnitive Ergebnis nach zerebraler Ischämie hat [Dhawan et al., 2011].
1.1.3 Azidose und ischämischer Zelluntergang
Unter ischämischen Bedingungen kommt es im Gehirn aufgrund von anaerober Gly-
kolyse mit Laktatproduktion, Hydrolyse von ATP und fehlendem Abtransport von
Kohlendioxid zur Akkumulation von Protonen im extrazellulären Raum; dabei kann
der pH-Wert auf bis zu 6,0 abfallen [Rehncrona, 1985, Nedergaard et al., 1991b].
Auch konnte schon vor langer Zeit gezeigt werden, dass Azidose im extrazellulären
Raum zum neuronalen Zelltod führen kann [Goldman et al., 1989, Nedergaard et al.,
1991a]. Mit der Beschreibung von säureaktivierten Ionenkanälen (Acid-Sensing Ion
Channels, ASICs) wurde eine neue Verbindung von Ischämie bzw. Azidose einer-
seits und neuronaler Ca2+-Überladung und neuronalem Zelltod andererseits entdeckt
[Waldmann et al., 1997b, Xiong et al., 2004].
1.2 Acid-Sensing Ion Channels
Acid-sensing Ion Channels (ASICs) sind durch extrazelluläre Säure aktivierbare Ka-
tionenkanäle [Waldmann et al., 1997a]. Sie gehören zur Superfamilie der DEG/ENaC-
Ionenkanäle [Kellenberger and Schild, 2002] und finden sich bei Mitgliedern des
Stamms der Chordatiere [Coric et al., 2008]. Die Sequenz der ASICs ist bei Säu-
getieren gut konserviert [Kellenberger and Schild, 2002]. Bei Nagetieren kodieren
vier Gene (ACCN1-4) - z.T. über alternatives Spleißen - für sechs verschiedene
Proteine (ASIC1a, ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b, ASIC3, ASIC4) [Kellenberger and
Schild, 2002]. Ein funktioneller Kanal besteht wahrscheinlich aus 3 Untereinhei-
ten, zumindest konnte dies für die Kristallstruktur des ASIC1a-Homomers gezeigt
werden [Jasti et al., 2007]. ASICs werden durch einen Abfall des extrazellulären
pH-Wertes aktiviert und zeigen daraufhin einen transienten Kationen-Einstrom mit
größter Permeabilität für Na+-Ionen (siehe Abb. 1) [Waldmann et al., 1997b]. Je
nach Zusammensetzung der Untereinheiten des Kanals zeigen sich funktionelle Un-
terschiede etwa in der pH-Sensitivität oder der Desensitivierungs-Kinetik [Askwith
et al., 2004, Hesselager et al., 2004, Xiong et al., 2008]. Wie alle Mitglieder der
DEG/ENaC-Superfamilie lassen sich auch ASICs durch das Diuretikum Amilorid
reversibel inhibieren [Waldmann et al., 1997b, Kellenberger and Schild, 2002, Xiong
et al., 2008]. Der halbmaximale Effekt der Blockade wird bei IC50 = 3-60 µM er-
reicht [Waldmann et al., 1997a, Waldmann et al., 1997b, Bolshakov et al., 2002],
einer Konzentration, bei der jedoch auch andere Membranproteine wie etwa der
Na+-H+- oder der Na+-Ca2+-Austauscher beeinflusst werden [Xiong et al., 2008].
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1.2.1 ASICs im zentralen Nervensystem
Abbildung 1: Ein funktioneller ASIC-
Kanal aus drei Untereinheiten. Die Pore
für den Ioneneinstrom wird aus den jeweils
zwei Transmembrandomänen der drei Unter-
einheiten gebildet. Zytosolische N- und C-
Termini und extrazelluläre Loop-Strukturen
der ASIC-Proteine. Extrazelluläre Protonen
aktivieren den Kanal, sodass ein transienter
Kationen-Einstrom in die Zelle entsteht.
In Neuronen des zentralen Nervensys-
tems (ZNS) werden die Untereinheiten
ASIC1a, -2a und -2b exprimiert [Ba-
ron et al., 2002], wobei sowohl ASIC1a-
Homomere, als auch ASIC1a/2a- und
ASIC1a/2b-Heteromere gebildet wer-
den [Askwith et al., 2004, Li et al.,
2010b]. Dabei scheint die Anwesen-
heit von ASIC1a-Untereinheiten für die
Funktionalität des Ionenkanals und den
Ioneneinstrom im ZNS essentiell zu
sein [Askwith et al., 2004]. ASIC1a-
Homomere werden ab einem Abfall des
pH-Wertes unter 7,0 aktiviert und zei-
gen eine halbmaximale Aktivierung bei
pH50 = 6,2-6,8 [Waldmann et al., 1997b,
Benson et al., 2002]. Es ist also anzu-
nehmen, dass der Abfall des pH-Wertes
unter ischämischen Bedingungen auf bis
zu 6,0 [Nedergaard et al., 1991b, Rehn-
crona, 1985] für ihre Aktivierung aus-
reichend wäre. ASIC1a-Homomere und
ASIC1a/2b-Heteromere besitzen neben
der Na+-Leitfähigkeit auch eine Permeabilität für Ca2+-Ionen [Waldmann et al.,
1997b, Sherwood et al., 2011] und führen bei Aktivierung in Neuronen zu einem An-
stieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration [Yermolaieva et al., 2004, Xiong et al.,
2004]. Der Ca2+-Einstrom durch ASICs selbst ist jedoch klein (mit einem Permea-
bilitätsquotienten von PNa+/PCa2+ = 18, 5) und vor allem sekundär vermittelter
Ca2+-Einstrom scheint für den Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration ver-
antwortlich zu sein [Bässler et al., 2001, Samways et al., 2009]. Dabei könnte von
Bedeutung sein, dass der säureaktivierte Kationeneinstrom über ASICs in Neuronen
ausreichend ist, das Membranpotential so weit zu depolarisieren, dass Aktionspo-
tentiale ausgelöst werden können [Baron et al., 2002, Weng et al., 2010] und dadurch
andere Mechanismen am Ca2+-Einstrom (z.B. spannungsabhängige L-Typ Kalzium-
Kanäle; siehe 1.3.1) beteiligt sein könnten.
Der durch einen kurzen Säure-Stimulus induzierte Anstieg der zytosolischen
Ca2+-Konzentration ist transient [Li et al., 2010b] und das Neuron ist in der La-
ge durch aktive Transportprozesse (etwa durch die Ca2+-ATPase des endoplasma-
tischen Retikulums oder den Na+-Ca2+-Austauscher in der Plasmamembran) die
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ursprüngliche Ca2+-Konzentration wiederherzustellen. Eine mehrere Minuten an-
dauernde extrazelluläre Azidose führt in Wildtyp-Neuronen (WT-Neurone) jedoch
zu höheren Ca2+-Spiegeln als in ASIC1−/−-Neuronen [Yermolaieva et al., 2004].
Physiologischerweise spielt der ASIC1a-vermittelte Anstieg der intrazellulären Ca2+-
Konzentration eine Rolle bei synaptischer Plastizität und Lernprozessen [Wemmie
et al., 2002].
ASIC2a-Homomere haben eine niedrige Protonen-Affinität mit einer halbmaxi-
malen Aktvierung bei pH50 = 4,4 [Lingueglia et al., 1997], daher ist kaum mit einer
Aktivierung in vivo unter ischämischen Umständen zu rechnen. Jedoch modulieren
sie pH-Sensitivität, Amplitude und Desensitisierungszeit von ASIC1a-Untereinheiten,
wenn sie mit diesen Heteromere bilden [Askwith et al., 2004, Li et al., 2010b].
ASIC2b-Homomere zeigen keine säureaktivierten Ströme [Coscoy et al., 1999, Hes-
selager et al., 2004]. Der Beteiligung von ASIC2b-Untereinheiten an Heteromeren
zusammen mit ASIC1a-Untereinheiten werden jedoch ebenfalls modulatorische Ein-
flüsse auf die Eigenschaften von ASIC1a zugeschrieben [Sherwood et al., 2011].
1.2.2 ASICs in der Pathophysiologie der zerebralen Ischämie
Für die Erforschung der Rolle von ASICs in der Pathophysiologie des ischämischen
Zelltods erwies es sich als äußerst nützlich, dass das Polypeptid Psalmotoxin 1 (Pc-
Tx1), ein Bestandteil eines Vogelspinnengifts, als ein potenter und selektiver Blocker
von ASIC1a-Homomeren und ASIC1a/2b-Heteromeren beschrieben wurde [Escou-
bas et al., 2000, Sherwood et al., 2011]. Mithilfe dessen konnte gezeigt werden,
dass unter ischämischen Bedingungen in vivo säuresensible ASIC1a-Homomere und
ASIC2b/1a-Heteromere aktiviert werden und es konsekutiv zum Anstieg der zyto-
solischen Ca2+-Konzentration und zum neuronalen Zelltod kommt [Xiong et al.,
2004, Sherwood et al., 2011]. Obgleich der Großteil der ASIC-vermittelten Ka-
tionenströme im ZNS transient ist und nur für wenige Sekunden anhält [Baron
et al., 2002], erbrachte die pharmakologische Blockade von ASIC1a-Homomeren
durch Psalmotoxin-1 im Ischämie-Tierexperiment eine Reduktion des Infarktvolu-
mens um bis zu 60% [Xiong et al., 2004]. Ebenso führte ein Anheben des zerebralen
pH-Wertes unter Ischämie-Bedingungen zu einer Reduktion des Infarktvolumens [Pi-
gnataro et al., 2007], sodass davon auszugehen ist, dass extrazelluläre Azidose ein
entscheidender Faktor in der Pathophysiologie des ischämischen Zelltods von Neu-
ronen ist. Die Applikation von Psalmotoxin in einem Zeitfenster von bis zu 5 h nach
Beginn der Ischämie führt zu einer Reduktion des Infarktvolumens von mindestens
50% [Pignataro et al., 2007, Simon and Xiong, 2006]. Das potentielle therapeutische
Zeitfenster für die ASIC-Blockade befindet sich damit in einer ähnlichen Größen-
ordnung wie das erweiterte Zeitfenster von 4,5 h für die systemische Lyse nach
ischämischem Schlaganfall [Hacke et al., 2008] und übersteigt das deutlich kürzere
Zeitfenster der Neuroprotektion durch NMDAR-Antagonisten von nur 2 h [Stein-
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berg et al., 1995]. Neben diesen tierexperimentell gewonnenen Daten konnte auch
an menschlichen Kortexneuronen die ASIC1a-abhängige Neurotoxizität von Azidose
mit Ca2+-Überladung nachgewiesen werden [Li et al., 2010a].
Der ASIC-vermittelte neuronale Zelltod ist unabhängig vom NMDAR-vermittel-
ten und die Blockade beider Kanäle zeigt im Tierexperiment einen additiven neu-
roprotektiven Effekt [Pignataro et al., 2007, Xiong et al., 2004]. Es konnte zudem
gezeigt werden, dass eine NMDAR-abhängige, über die Ca2+/Calmodulin-abhängige
Protein Kinase II (CaMKII) vermittelte Phosphorylierung von ASIC1a sowohl den
säureinduzierten ASIC-Strom als auch das Ausmaß des säureinduzierten neuronalen
Zelluntergangs verstärkt [Gao et al., 2005].
Inzwischen wird die Rolle der ASIC-vermittelten Azidotoxizität in der Patho-
physiologie des ischämischen Schlaganfalls als bedeutender eingeschätzt als die Rolle
der NMDAR-vermittelten Exzitotoxizität [Simard et al., 2007, Simon, 2006, Wang
and Xu, 2011]. Es bleibt abzuwarten, ob sich die aus diesen in Laborexperimenten
entstandenen Hoffnungen auf neue Therapieansätze des ischämischen Schlaganfalls
durch selektive Blockade von ASICs [Xiong et al., 2007] in klinischen Studien bestä-
tigen lassen.
1.2.3 ASICs in der Pathophysiologie anderer zentralnervöser Erkran-
kungen
Neben der prominenten Rolle von ASIC1a beim ischämisch bedingten neuronalen
Zelltod ist noch bei einer Reihe anderer neuropsychiatrischer Erkrankungen eine
Beteiligung von ASICs beschrieben worden: so bei der Demyelinisierung und axo-
nalen Schädigung bei Multipler Sklerose [Friese et al., 2007, Vergo et al., 2011], der
Huntingtin-Polyglutamin-Aggregation und Neurodegeneration bei Chorea Hunting-
ton [Wong et al., 2008], malignen Gliomen [Kapoor et al., 2009], über die Amygdala
vermittelten Angstreaktionen [Maren, 2009, Grégoire and Matricon, 2009, Ziemann
et al., 2009] und Depression [Coryell et al., 2009]. ASIC1a scheint auch für die Been-
digung von epileptischen Anfällen durch Gewebeazidose essentiell zu sein [Ziemann
et al., 2008]. Wie auch im Kontext des ischämischen neuronalen Zelltods stellen
ASICs bei vielen dieser pathologischen Zustände das entscheidende Bindeglied zwi-
schen Gewebeazidose und Anstieg des intrazellulären Kalziums her.
1.2.4 ASICs im peripheren Nervensystem
Im peripheren Nervensystem (PNS) ist neben der auch im ZNS anzutreffenden Ex-
pression von ASIC1a-, ASIC2a- und ASIC2b-Untereinheiten [Benson et al., 2002, Ba-
binski et al., 2000, Deval et al., 2004] insbesondere auch die Expression von ASIC3-
Untereinheiten beschrieben [Xie et al., 2002, Benson et al., 2002]. Funktionelle
ASIC3-Homomere werden bei pH50 = 6,7 halbmaximal aktiviert [Sutherland et al.,
2001] und gehören damit zu den säuresensitivsten ASIC-Kanälen. Die säureaktivier-
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ten Ströme durch ASIC3-Homomere und ASIC2b-/ASIC3-Heteromere zeigen zu-
nächst einen größeren, transienten Anteil, welcher dann abnimmt und in einen klei-
neren, jedoch anhaltenden Anteil übergeht. Diese anhaltenden Ströme („sustained
currents”) sistieren erst nach Wiederanstieg des extrazellulären pH-Wertes [Wald-
mann et al., 1997a, Lingueglia et al., 1997]. Im PNS sind ASICs an verschiedenen
Prozessen beteiligt, die eine Detektion von Azidose erfordern: ASIC1 und ASIC3
finden sich im Glomus caroticum und spielen dort eine Rolle bei der Chemozeption
von pH-Wert und Hyperkapnie [Tan et al., 2007], womit eine mögliche Verbindung
zur zentralen Atemregulation gegeben ist. Damit tragen ASICs bedeutend zur sys-
temischen Regulation des Säure-Base-Haushalts bei [Tresguerres et al., 2010]. Dane-
ben sind insbesondere ASIC3-Untereinheiten an der Nozizeption bei Migräne [Yan
et al., 2011] und bei kardialer Ischämie [Sutherland et al., 2001], sowie dem säurein-
duzierten Schmerzempfinden in der Skelettmuskulatur [Light et al., 2008, Fujii et al.,
2008] und der Haut[Price et al., 2001, Jones et al., 2004] beteiligt. Interessanterweise
konnte passend zu diesen Erkenntnissen auch für manche Analgetika aus der Grup-
pe der nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) bzw. Cyclooxigenase-Inhibitoren
(COX-Inhibitoren) wie etwa Acetylsalicylsäure, Diclofenac oder Flurbiprofen [Voil-
ley et al., 2001, Jones et al., 2004] und auch für das Lokalanästhetikum Lidocain
[Lin et al., 2011] nachgewiesen werden, dass sie ASIC-Ströme inhibieren (und z.T.
auch die Expression von ASICs vermindern) und dadurch zu ihrem antinozizeptiven
Effekt beitragen. Darüber hinaus ist ASIC2 für die Funktion der Barorezeptoren
am Aortenbogen erforderlich und dadurch an der systemischen Blutdruckregulati-
on beteiligt [Lu et al., 2009]. Die Beteiligung von ASIC2 an der Chemozeption der
Geschmacksqualität „sauer” wird noch kontrovers beurteilt [Lin et al., 2002, Richter
et al., 2004, Shimada et al., 2006].
1.3 Weitere Elemente der neuronalen Kalziumregulation
1.3.1 Spannungsabhängige L-Typ Ca2+-Kanäle
Neben den NMDA-Rezeptoren und manchen ASICs können auch spannungsabhängi-
ge L-Typ Ca2+-Kanäle (LTCC, CaV 1) einen Ca2+-Einstrom in die Zelle ermöglichen
[Striessnig et al., 2006]. In Neuronen des ZNS werden vor allem die Isoformen CaV 1.2
und CaV 1.3 exprimiert; diese werden durch Depolarisation auf ca. -37 mV bis -4 mV
aktiviert und führen zu einem Anstieg der lokalen zytosolischen Ca2+-Konzentration
[Catterall et al., 2005]. LTCC unterscheiden sich pharmakologisch von anderen span-
nungsabhängigen Ca2+-Kanälen dadurch, dass sie durch Dihydropyridine wie Amlo-
dipin, Nifedipin oder Nimodipin blockiert werden können [Striessnig et al., 2006]. Im
ZNS sind LTCCs im Zusammenhang mit synaptischer Plastizität [Sinnegger-Brauns
et al., 2004] sowie Etablierung [Langwieser et al., 2010] und Auslöschung [Busquet
et al., 2008] von konditionierter Angst beschrieben. Es gibt auch Hinweise, dass LT-
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CCs an der Pathophysiologie des ischämischen neuronalen Zelluntergangs beteiligt
sind [Wu et al., 2011]. Auffallend ist, dass unter all diesen (patho-)physiologischen
Bedingungen auch ASICs eine Rolle spielen (siehe 1.2), was den Gedanken an einen
gemeinsamen Mechanismus mit sequenzieller Beteiligung beider Kanäle nahelegt.
Die säureinduzierten ASIC-Ströme in Neuronen des ZNS reichen aus, um Akti-
onspotentiale auszulösen. Damit wäre auch zu erwarten, dass - entweder direkt über
ASIC-bedingte Depolarisation oder indirekt über die ASIC-bedingte Generierung
von Aktionspotentialen - LTCCs aktiviert und diese zu einer Potenzierung des Ca2+-
Einstroms führen würden (siehe Abbildung 2). In neuronaler Zellkultur konnte je-
doch kein Effekt von LTCCs auf die Amplitude des säureinduzierten Ca2+-Einstroms
festgestellt werden [Yermolaieva et al., 2004, Mari et al., 2010]. In den Arbeiten zum
säureinduzierten Zelluntergang wurden LTCCs bei den Ischämie-Versuchen in Kul-
tur pharmakologisch blockiert [Xiong et al., 2004, Li et al., 2010a], in den in vivo
Experimenten jedoch unbeeinflusst gelassen, sodass hier keine Aussage zum Beitrag
der LTCCs zum ischämischen Zelltod in vivo getroffen werden kann.
1.3.2 Das endoplasmatische Retikulum als intrazellulärer Kalzium-Spei-
cher
Es ist bekannt, dass Ca2+-Einstrom von extrazellulär in Neuronen zu einer Freiset-
zung von Ca2+ aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) durch den Ryanodin-
Rezeptor (RyR) führt (sog. calcium induced calcium release, CICR) und dass dieser
Mechanismus zu den Fluktuationen in der zytosolischen Ca2+-Konzentration bei-
spielsweise infolge von neuronalen Aktionspotentialen beiträgt [Sandler and Barba-
ra, 1999]. Der Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration nach Depolarisation
von hippokampalen Neuronen ist zumindest zum Teil durch eine direkte Interaktion
von LTCC und RyR und die dadurch vermittelte Freisetzung von Ca2+-Ionen aus
dem ER bedingt [Berrout and Isokawa, 2009]. In vitro Experimente ergaben auch
Hinweise, dass CICR zu der ischämischen Ca2+-Überladung von Neuronen beitragen
könnte [Bull et al., 2008]. Ein Beitrag von CICR auch zu dem ASIC-vermittelten
Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration in Neuronen konnte bisher nicht aus-
geschlossen werden [Yermolaieva et al., 2004]. CICR stellt also einen weiteren po-
tentiellen Mechanismus dar, der unter ischämischen Bedingungen zu einem Anstieg
der neuronalen Ca2+-Konzentration führen könnte (siehe Abbildung 2).
Eine etablierte Methode, um experimentell den Ca2+-Einstrom aus dem ER aus-
zuschalten, ist die pharmakologische Blockade der sarko-/endoplasmatischen Ca2+-
ATPase (SERCA) mittels Thapsigargin [Inesi et al., 2005, Thastrup et al., 1990];
dadurch wird das ER als intrazellulärer Ca2+-Speicher entleert und kann daraufhin
nicht mehr zu einem Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration beitragen.
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Abbildung 2: Potentielle Mechanismen des ASIC-vermittelten Ca2+-Einstroms
in Neuronen unter ischämischen Bedingungen. Bei zerebraler Ischämie kommt es
im extrazellulären Raum zur Azidose. Extrazelluläre Protonen (H+) aktivieren ASIC1a-
Homotrimere (ASIC1a); es kommt zum Einstrom von überwiegend Na+- und wenigen
Ca2+-Ionen. Die Zelle wird depolarisiert. Es werden spannungsabhängige L-Typ Kalzium-
Kanäle (LTCC) - ggf. über den Zwischenschritt eines Aktionspotentials (AP) - aktiviert.
Diese vermitteln einen Einstrom von Ca2+-Ionen von extrazellulär und lösen über den
Ryanodin-Rezeptor (RyR) einen Einstrom von Ca2+-Ionen aus dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) aus.
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1.4 Präkonditionierung und ischämische Toleranz
Unter Präkonditionierung im Zusammenhang mit zerebraler Ischämie versteht man,
dass ein subletaler Stimulus (z.B. eine subletale Ischämie) einen neuroprotektiven Ef-
fekt gegenüber einer folgenden letalen Ischämie induziert („ischämische Toleranz”).
Dass es diese Art von Neuroprotektion gegenüber Ischämie gibt, wurde erstmals
1990 beschrieben [Kitagawa et al., 1990] und konnte mehrfach in vitro in Zellkultur
[Bruer et al., 1997] und an Hirnschnitten [Xu et al., 2002] sowie in vivo [Kitagawa
et al., 1991, Matsushima and Hakim, 1995] bestätigt werden. In einer klinischen
Studie gelang es sogar zu belegen, dass Patienten mit ischämischem Schlaganfall,
die zuvor eine transitorische ischämische Attacke (TIA) erlitten hatten, ein besseres
neurologisches Endergebnis hatten als Schlaganfall-Patienten ohne vorangegangene
TIA [Moncayo et al., 2000]. Aufgrund des Intervalls zwischen subletaler und letaler
Ischämie und der Länge des Zeitraums mit erhöhter Toleranz gegenüber ischämi-
scher Schädigung unterteilt man in frühe, für Minuten anhaltende (wahrscheinlich
durch posttranslationale Modifikation bedingte) und verzögerte, mehrere Tage an-
haltende (wahrscheinlich durch Veränderungen auf Ebene der Genexpression be-
dingte) ischämische Toleranz [Steiger and Hänggi, 2007]. Mittlerweile hat sich ein
umfangreiches Wissen zu den zellulären Mechanismen der Präkonditionierung und
der ischämischen Toleranz angesammelt [Davis and Patel, 2003, Lehotský et al.,
2009, Correia et al., 2010, Bhuiyan and Kim, 2010]. Insbesondere konnte gezeigt
werden, dass nicht nur Präkonditionierung durch Ischämie, sondern auch Präkon-
ditionierung durch Azidose gegenüber darauf folgender Ischämie neuroprotektiv ist
[Zhang et al., 2012].
Wenige Arbeiten haben sich bisher mit der Rolle von ASICs bei Präkonditionie-
rung und ischämischer Toleranz beschäftigt: Es konnte gezeigt werden, dass ischämi-
sche Präkonditionierung zu einer Verstärkung der ischämisch bedingten Hochregula-
tion von ASIC2-Untereinheiten in Kortexneuronen auf mRNA- und Protein-Ebene
führt [Miao et al., 2010]. Es konnte auch gezeigt werden, das ischämische Präkon-
ditionierung zu einer Herunterregulation von ASIC1a-Untereinheiten auf mRNA-
und Protein-Ebene führt [Pignataro et al., 2011]. Die Hochregulation von weniger
säuresensiblen ASIC2-Untereinheiten und die Herunterregulation von den säuresen-
sibleren ASIC1a-Untereinheiten könnten Mechanismen sein, die zu der verzögerten
ischämischen Toleranz beitragen.
Der Einfluss von Präkonditionierung auf den durch Ischämie beziehungsweise
Azidose ausgelösten Einstrom von Ca2+-Ionen von extrazellulär über LTCC oder
aus dem ER mittels CICR wurde bisher nicht untersucht.
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2 Zielsetzung
Vier Fragestellungen sollen mit dieser Arbeit beantwortet werden:
1. Spielen Ca2+-Einstrom von extrazellulär über spannungsabhängige L-Typ
Ca2+-Kanäle (L-type Ca2+-channels, LTCCs) oder die Ca2+-induzierte Ca2+-
Freisetzung (calcium-induced calcium-release, CICR) aus dem endoplasmati-
schen Retikulum (ER) eine Rolle bei dem säureinduzierten, ASIC-vermittelten
Anstieg der Ca2+-Konzentration in Kortexneuronen?
2. Welchen Einfluss hat die Präkonditionierung mittels Azidose für verschiedene
Zeiträume auf den säureinduzierten, ASIC-vermittelten Anstieg der zytosoli-
schen Ca2+-Konzentration in Kortexneuronen?
3. Wird der Beitrag von Ca2+-Einstrom über LTCCs bzw. CICR aus dem ER zum
Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration durch diese Präkonditionierung
verändert?
4. Wird durch die Präkonditionierung mittels Azidose in den Kortexneuronen die
Expression der ASIC-Untereinheiten 1a, 2a und 2b reguliert?
Zur Beantwortung dieser Fragen wurden Imaging-Versuche mit dem Ca2+-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 an primärkultivierten Kortexneuronen der Maus durch-
geführt. Es wurden die Effekte von Amilorid, Nimodipin und Thapsigargin auf den
säureinduzierten Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration in den Kortexneu-
ronen untersucht. Die Kortexneurone wurden durch Inkubation bei pHPra¨kond. = 6,0
für 1 h, 6 h und über Nacht präkonditioniert. Mittels quantitativer PCR wurden
die Expressionsniveaus der Transkripte für die Untereinheiten ASIC1a, - 2a und -2b
registriert.
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3 Material & Methoden
3.1 Material
3.1.1 Materialien für die Molekularbiologie
• Kit zur RNA-Gewinnung: RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande)
• RNAse freie Eppendorf-Gefäße (Starlab, Ahrensdorf, Deutschland)
• DEPC-behandeltes H2O (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
• Spektrophotometer: Nanodrop 1000 (NanoDrop Products, Wilmington, Dela-
ware, USA)
• Reverse Transkription: SuperScript III First Strand Synthesis System for RT
PCR (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
• Kit für konventionelle PCR: Kapa HiFi PCR (Peqlab, Erlangen, Deutschland)
• Thermocycler für konventionelle PCR: Biometra T300 (Biometra GmbH, Göt-
tingen, Deutschland)
• Loading Buffer für Agarosegel: Gel Loading Dye Blue 6x (New England Biol-
abs, Ipswich, Massachusetts, USA)
• 100 bp DNA ladder (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA)
• Agarose NEEO Ultra-Qualität (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
• Tris Base, Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
• Eisessig (Merck, Darmstadt, Deutschland)
• EDTA, Ethylendiamintetraessigsäure (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
• SDS, Natriumdodecylsulfat (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
• Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)
• Isopropanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)
• Proteinase K (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
• RedSafe Nucleic Acid Staining Solution 20.000x (Hiss Diagnostics GmbH, Frei-
burg, Deutschland)
• Geldoc: Universal Hood II (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Germany)
• qPCR-Kit: LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (Hoffmann-La Ro-
che, Basel, Schweiz)
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• LightCycler Hybridisierungssonden (TIB Molbiol, Berlin)
• qPCR-Thermocycler: LightCycler 1.5 (Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz)
• qPCR-Software: LightCycler Run 5.32 (Idaho Technology, Salt Lake City, Utah
/ Hoffman-La Roche, Basel, Schweiz)
• Primer für konventionelle PCR und qPCR (Eurofins MWG Operon, Ebers-
berg, Deutschland); Sequenzen siehe 3.2.5.2
3.1.2 Materialien für die in vivo-Kultur der Kortexneurone
• 12 mm-Deckgläser (Marienfeld GmbH, Lauda-Königshofen, Deutschland)
• Methanol (VWR, West Chester, Pennsylvania, USA)
• 15 ml-Falcon-Röhrchen (BD, Franklin Lakes, USA)
• 50 ml-Falcon-Röhrchen (BD, Franklin Lakes, USA)
• 40 mm-Schalen (TPP, Trasadingen, Schweiz)
• 60 mm-Schalen (BD Falcon, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
• HBSS, Hank’s Balanced Salt Solution (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
• PBS, Phophate Buffered Saline (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
• Neurobasal A Medium 1x (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
• L-Glutamin (200 mmol/L; Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
• B-27 supplement 50x (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
• Horse serum (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
• Laminin (0,5 mg/mL; Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz)
• Poly-L-Ornithin-Hydrobromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
• Trypsin, aus Schweinepankreas (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
• Pasteurpipetten, ungestopft, dampfsterilisiert
• Pasteurpipetten, gestopft, dampfsterilisiert
• MES buffer solution (0,5 mol/L; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
• 0,20 μm-Filter (Corning Incorporated, New York, USA)
• 0,45 μm-Filter (Millipore, Billerica, Massachusetts, USA)
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• Inkubatoren:
– MCO-5AC UV (Sanyo, München, Deutschland)
– CB 150 (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland)
• Mikroskop für die Präparation der Mäuse: Zeiss Stemi DV4 (Zeiss, Oberko-
chen, Deutschland)
3.1.3 Chemikalien für Badlösungen
• NaCl (VWR, West Chester, Pennsylvania, USA)
• KCl (Merck, Darmstadt, Deutschland)
• HEPES, 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (Roth, Karls-
ruhe, Deutschland)
• MES, 2-(N-Morpholino)-ethansulfonsäure (Merck, Darmstadt, Deutschland)
• CaCl2 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
• MgCl2 (Merck, Darmstadt, Deutschland)
• Glukose (Merck, Darmstadt, Deutschland)
• TMA-OH, Tetramethylammoniumhydroxid (Merck, Darmstadt, Deutschland)
• HCl (1 mol/L; Merck, Darmstadt, Deutschland)
3.1.4 Materialien für das Fura-2-Imaging in Neuronen
• Inverses Mikroskop: Olympus XI 71 (Olympus, Tokyo, Japan)
• Objektiv: Olympus UApo/340 20x (Olympus, Tokyo, Japan)
• Fura-Filter 510 nm: AHF 400DCLP D510/40 (AHF, Tübingen, Deutschland)
• digitale CCD Kamera: Sensicam qe (PCO AG, Kelheim, Deutschland)
• Software:
– Till Vision 4.0.1.3. (Till Photonics, Gräfelfing, Deutschland)
– Microsoft Excel für Mac 12.2.8. (Microsoft, Redmond, Washington, USA)
• Monochromator: Polychrome V (Till Photonics, Gräfelfing, Deutschland)
• Pumpe: Reglo Analog (Ismatec, Glattbrugg, Schweiz)
• Mikromanipulator SM I (Luigs & Neumann, Ratingen, Deutschland)
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• Pluronic F-127 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
• Fura-2-AM (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
3.1.5 Pharmaka
• Amilorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
• Nimodipin (Tocris, Bristol, England)
• Thapsigargin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
3.1.6 Donor-Mäuse für die Gewinnung von Kortexneuronen
Trächtige Mäuse (C57BL/6) wurden von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) be-
zogen. Die Kortexneurone wurden von neugeborenen Mäusen an Tag 1-3 nach der
Geburt gewonnen.
Des weiteren wurden ASIC1−/−-Mäuse verwendet, bei denen das ACCN2-Gen
ausgeschaltet wurde. Das ACCN2-Gen kodiert die Transkripte für die Proteine
ASIC1a und ASIC1b.
3.2 Methoden
3.2.1 Kultur der Kortexneurone aus neugeborenen Mäusen
3.2.1.1 Vorbereitung der Deckgläser und Kulturschalen
Um das Anheften und das Überleben der Neurone in den Kulturschälchen zu
ermöglichen, mussten die Oberflächen der Schälchen mit Bestandteilen der physio-
logischen Extrazellulärmatrix beschichtet werden.
Die 12 mm-Deckgläser wurden zunächst zur Entfettung in Methanol eingelegt
und anschließend dampfsterilisiert. Jeweils 4-5 Deckgläser wurden in eine 40 mm-
Schale gelegt. Die 60 mm-Schalen erhielten keine zusätzliche Behandlung vor der
Beschichtung.
Die 60 mm-Schalen und die 12 mm-Deckgläschen in 40 mm Schalen wurden
durch das gleiche Verfahren beschichtet. Die applizierten Volumina waren 2 ml für
eine 60 mm-Schale und ca. 50-70 μL pro Deckglas:
1. Poly-L-Ornithin (10 μg/L, inH20 gelöst) für 30 min bei 37°C
2. Waschen mit HBSS
3. Laminin (auf 10 μg/L in PBS verdünnt) für 30 min bei 37°C
4. Waschen mit HBSS
5. Waschen mit Neurobasal A Medium
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6. Vorlegen von Präpmedium (3 ml pro 60 mm-Schale, 1 ml pro 40 mm-Schale;
Herstellung siehe 3.2.1.2) für anschließendes Aussäen der Zellsuspension
3.2.1.2 Medien für die Kultur der Kortexneurone
• Medium für die Präparation der Kortexneurone (Präpmedium):
50 ml Neurobasal Medium wurde mit 125 μl L-Glutamin (200 mM; Endkon-
zentration: 500 µM) und mit 2,5 ml Pferdeserum versetzt.
• Medium für die Zellkultur der Kortexneurone (Kulturmedium):
50 ml Neurobasal Medium wurde mit 125 μl L-Glutamin (200 mM; Endkon-
zentration: 500 µM) und 1 ml B-27 supplement 50x versetzt.
Vor Gebrauch wurden die Medien filtriert (Filtergröße 0,20 μm).
3.2.1.3 Präparation und Zellkultur der Kortexneurone
Die Präparation und anschließende Übernahme der Kortexneurone in Zellkultur
wurde unter der Sterilbank durchgeführt, um mikrobielle Kontaminationen zu ver-
meiden. Die Instrumente für die Präparation wurden vor Benutzung mit 70%-igem
Ethanol desinfiziert.
Die 1-3 Tage alten Mäuse wurden mit einer Schere dekapitiert. Der Schädel wurde
von dorsal mit einem medianen Scherenschnitt, beginnend am Foramen magnum,
eröffnet. Es folgten zwei weitere Schnitte mit der Schere vom Foramen magnum
in Richtung rechtes und linkes Ohr, um eine möglichst große Öffnung zu erhalten.
Die bedeckende Kopfhaut wurde beiderseits mit einer Pinzette vom Einschnitt zur
Seite weggezogen. Mit einem Spatel wurde das Gehirn vorsichtig aufgeladen und in
HBSS-gefüllte 40 mm-Schälchen (auf Eis) überführt. Unter dem Mikroskop (8-fache
Vergrößerung) wurden die beiden Großhirnhemisphären mit Pinzetten vom Rest
des Gehirns getrennt. Anschließend wurden die Meningen von den Hemisphären
abgezogen. Die Hemisphären wurden durch Gegeneinanderscheren zweier Pinzetten
in kleine Stücke getrennt. Die so zerkleinerten Kortexhälften wurde in ein 15 ml-
Falcon-Röhrchen überführt und darin 2 mal mit HBSS gewaschen. Nun wurde einmal
mit Trypsin (150 μg/mL; in HBSS gelöst) gewaschen. Dann wurde das Gewebe für
8 min bei 37°C mit Trypsin verdaut. Um den enzymatischen Prozess zu beenden,
wurde einmal mit Präpmedium und anschließend zweimal mit HBSS gewaschen. Nun
wurden ca. 2-3 ml Präpmedium hinzugegeben und die Neurone wurden mit polierten
Pasteurpipetten (3 Stück, mit abnehmendem Öffnungsdurchmesser, gestopft) durch
wiederholtes Aufziehen weiter mechanisch vereinzelt, bis sich eine trübe Suspension
ergab. Diese wurde auf mindestens 8 ml mit Präpmedium aufgefüllt und die Neurone
auf den beschichteten Coverslips bzw. 60 mm-Schalen nach folgenden Richtwerten
ausgesät:
• für die Zellkultur zum späteren Fura-2-Imaging: 1 Hemisphäre auf zwei 35 mm-
Schalen
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– für die Zellkultur zur späteren RNA-Isolierung: 2 Hemisphären auf eine
60 mm-Schale
Nach 30 min bei 37°C und 5% CO2 wurde das gesamte Medium abgesaugt, einmal
mit Kulturmedium gespült und dann die endgültige Menge Kulturmedium hinzuge-
geben (2 ml pro 40 mm-Schale; 6 ml pro 60 mm-Schale).
Die Neurone wurden bei 37°C, 5% CO2 und 100% Luftfeuchtigkeit in Kultur
gehalten. Am 4. und 8. Tag in Kultur wurde 50% des Mediums durch frisches Kul-
turmedium ersetzt. Am 10.-12. Tag in Kultur wurden die Neurone für das Fura-2-
Imaging bzw. die RNA-Gewinnung benutzt. Zu diesem Zeitpunkt exprimieren die
Neurone elektrophysiologisch nachweisbar ASICs [Alvarez de la Rosa et al., 2003, Li
et al., 2010b].
3.2.2 Präkonditionierung der Kortexneurone
Das Präkonditionierungsmedium wurde auf Basis des Kulturmediums hergestellt.
MES buffer solution (500 mM) wurde 1:100 in Kulturmedium verdünnt, sodass
sich ein Kulturmedium mit einer MES-Konzentration von 5 mmol/L ergab. Dann
wurde mit HCl (1 mol/L) der pH-Wert auf 6,0 eingestellt. Vor Gebrauch wurde das
Präkonditionierungsmedium nochmals filtriert (Filtergröße: 0,20 μm). Die folgende
Applikation des Mediums wurde unter sterilen Bedingungen unter der Zellkultur-
Bench durchgeführt, um Kontaminationen zu vermeiden.
Die Deckgläser mit der Zellkultur für das Imaging wurden 1 h, 6 h oder am Abend
vor dem Versuch (o.n.-Wert) in einer 40 mm-Schale mit Präkonditionierungsmedium
eingelegt und bis zum Versuch bei 37°C und 5% CO2 gehalten.
Das Medium der Zellkultur für die RNA-Isolation (60 mm-Schalen) wurde in
gleichem zeitlichen Abstand komplett abgesaugt, durch 5 mL Präkonditionierungs-
medium ersetzt und ebenfalls bis zur RNA-Isolation bei 37°C und 5% CO2 gehalten.
3.2.3 Ca2+-Imaging in neuronaler Zellkultur
3.2.3.1 Prinzip des Fura-2-Fluoreszenz-Imagings
Als Ca2+-sensitiver Fluoreszenzfarbstoff wurde Fura-2-AM (Fura-2-Acetoxyme-
thylester) eingesetzt. Fura-2-AM ist eine lipophile Ester-Verbindung, die durch die
Zellmembran diffundieren kann. Im Zytosol wird die Ester-Verbindung durch unspe-
zifische Esterasen gespalten, sodass eine hydrophile Substanz entsteht, die in der Zel-
le gefangen ist und dort als Ca2+-Sensor fungieren kann. Die Anregung erfolgte mit
den Wellenlängen λ1 = 340 nm und λ2 = 380 nm. Die Wellenlänge des gemessenen
emittierten Lichts betrug λEmiss. = 510 nm. Mit zunehmender Ca2+-Konzentration
nimmt F340 (die Intensität der Fluoreszenz nach Anregung mit 340 nm) zu, wohinge-
gen F380 (die Intensität der Fluoreszenz nach Anregung mit 380 nm) abnimmt und
vice versa. Die Intensitäten der Fluoreszenzen sind daneben auch noch in propor-
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tionaler Weise von der Zelldicke und der Fura-2-Konzentration in der Zelle abhän-
gig. Um das Problem dieser unbekannten Größen zu umgehen, wurde der Quotient
F340
F380
gebildet. Dieser ist weder von der Zelldicke noch der Fura-2-Konzentration
abhängig. Außerdem ist er über einen weiten Bereich direkt proportional zur Ca2+-
Konzentration. Für unsere Zwecke wurde der Quotient noch etwas modifiziert, um
die Hintergrundfluoreszenz von nicht-neuronalem Gewebe und auch die Eigenfluo-
reszenz von Amilorid herauszurechnen:
Ratio 340/380 :=
FNeuron,340 − FHintergrund,340
FNeuron,380 − FHintergrund,380
FHintergrund wurde über einer ausgewählten Fläche ohne zelluläre Strukturen auf dem
Deckgläschen gemessen. Der Wert Ratio 340/380 als Maß für die zytosolische Ca2+-
Konzentration wurde gegen die Zeit aufgetragen. Ratio 340/380 ist eine einheitenlose
Größe.
3.2.3.2 Beladen der Neurone mit Fura-2-AM
2 μL der Pluronic-Stammlösung (25 mg Pluronic F-127 in 100 μL DMSO gelöst,
d.h. 250 μg/μL) und 3 μL der Fura-Stammlösung (50 μg bzw. 50 nmol Fura-2-AM
in 50 μL DMSO gelöst; also 1 nmol/μL) wurden in 2 mL Badlösung (pH = 7,45)
gegeben, sodass sich folgende Zusammensetzung ergab:
Pluronic: 250 mg/L
Fura-2-AM: 1,5 μmol/L
DMSO 0,25%
In dieser Lösung wurden die Deckgläser mit der Zellkultur für 15 min bei 37°C,
5% CO2 und 100% Luftfeuchtigkeit inkubiert.
3.2.3.3 Badlösungen für das Imaging
Die beim Imaging eingesetzte Standardbadlösung zur Perfusion der Deckgläser
enthielt folgende Zusammensetzung:
NaCl 100 mM
KCl 5,4 mM
HEPES 10 mM
MES 10 mM
CaCl2 2 mM
MgCl2 1 mM
D-Glukose 5,5 mM
Für die Standardbadlösung wurde der pH-Wert mit TMA-OH (Tetramethylam-
moniumhydroxid) auf 7,45 eingestellt. Für die Lösung, mit der die säureinduzierte
Ca2+-Antwort in den Neuronen hervorgerufen wurde, wurde der pH-Wert mit TMA-
OH auf 6,0 bzw. 5,0 eingestellt.
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Um die Ca2+-Antwort in Neuronen mittels hoher K+-Konzentration zu induzie-
ren, wurde folgende Lösungs-Zusammensetzung gewählt:
NaCl 85,4 mM
KCl 20 mM
HEPES 10 mM
MES 10 mM
CaCl2 2 mM
MgCl2 1 mM
D-Glukose 5,5 mM
Der pH-Wert wurde mit TMA-OH auf 7,45 eingestellt.
Vor Gebrauch wurden alle Lösungen filtriert (Filter 0,45 μm).
3.2.3.4 Versuchsaufbau für das Fura-2-Imaging
Das Deckglas mit der Fura-2-beladenen Zellkultur wurde unter einem inversen Mi-
kroskop (Olympus IX 71) betrachtet. Die Belichtung im Fluoreszenzmodus
(λ1 = 340 nm und λ2 = 380 nm) wurde durch den computergesteuerten Monochro-
mator übernommen. Das emittierte Licht wurde durch ein Objektiv mit 20-facher
Vergrößerung (Objektiv: Olympus UApo/340) und anschließend einen 510 nm-Filter
gelenkt und durch eine nachgeschaltete, digitale Kamera (Sensicam qe) registriert.
Die zeitlich korrekte Abfolge von Belichtung und Aufnahme wurde durch die Till
Vision-Software koordiniert. Bei allen Versuchen betrug die Bildaufnahme-Frequenz
0,2 Hz. Die Anregungsintensität wurde während der Versuche auf 100% gestellt.
Die Perfusion der Mikroskopkammer wurde über einen Mikromanipulator di-
rekt auf die betrachteten Zellen eingestellt, sodass ein schneller Lösungsaustausch
über dem gesamten Sichtfeld sichergestellt war. Die Perfusionspumpe (Reglo Ana-
log) wurde so eingestellt, dass Zulauf- und Ablaufgeschwindigkeit der Badlösung
gleich war und damit ein konstanter Flüssigkeitspegel in der Kammer sichergestellt
war.
3.2.3.5 Auswahl des Versuchsareals in der neuronalen Zellkultur
Zunächst wurde im Fluoreszenzmodus (kontinuierliche Belichtung mit
λ2 = 380 nm, 30% Intensität) auf dem Deckglas ein geeignetes Sichtfeld für den
Versuch ausgewählt. Dabei wurde insbesondere darauf geachtet, dass die Hinter-
grundfluoreszenz zwischen den Neuronen möglichst gering war. Eine hohe Hinter-
grundfluoreszenz wäre möglicherweise ein Hinweis auf Überwucherung mit nicht-
neuronalen Zellen gewesen, die ein Hindernis für den Lösungswechsel dargestellt
hätte.
3.2.3.6 Protokolle für den Lösungswechsel beim Fura-2-Imaging
• Säureinduzierte Ca2+-Antwort in Kortexneuronen:
Um die ASICs zu aktivieren, wurden die Kortexneurone mit Badlösungen mit
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pH1 = 6, 0 und mit pH2 = 5, 0 superfundiert:
Zeit pH
0 s 7,45
100 s 6,0
300 s 7,45
500 s 5,0
700 s 7,45
800 s Ende
• Säureinduzierte Ca2+-Antwort in Anwesenheit von Amilorid:
Es wurde eine Stammlösung Amilorid (5 mM in H2O) hergestellt; diese wurde
1:50 in den Badlösungen mit den verschiedenen pH-Werten verdünnt, sodass
eine Endkonzentration von 100 µM erreicht wurde. Das Protokoll war folgen-
dermaßen:
Zeit pH Pharmakon
0 s 7,45
100 s 6,0
300 s 7,45
500 s 5,0
700 s 7,45
850 s 7,45 + Amilorid
1.000 s 6,0 + Amilorid
1200 s 7,45 + Amilorid
1400 s 5,0 + Amilorid
1600 s 7,45 + Amilorid
1750 s 7,45
1900 s 6,0
2100 s 7,45
2300 s 5,0
2500 s 7,45
2700 s Ende
• Säureinduzierte Ca2+-Antwort in Anwesenheit von Nimodipin:
Es wurde eine Stammlösung (10 mM in DMSO) hergestellt; diese wurde 1:2.000
in den Badlösungen mit den verschiedenen pH-Werten verdünnt, sodass eine
Endkonzentration von 5 µM zum Einsatz kam:
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Zeit pH Pharmakon
0 s 7,45
100 s 6,0
300 s 7,45
500 s 5,0
700 s 7,45
850 s 7,45 + Nimodipin
1000 s 6,0 + Nimodipin
1200 s 7,45 + Nimodipin
1400 s 5,0 + Nimodipin
1600 s 7,45 + Nimodipin
1800 s Ende
Da uns die Reversibilität der Nimodipin-Blockade nicht bekannt war, wurde
nicht wie bei den Amilorid-Versuchen nach dem Einsatz des Pharmakons noch-
mals mit den beiden pH-Werten aktiviert. Um die Veränderung in der Ca2+-
Amplitude, die allein durch die zweimalige Applikation von Azidose und nicht
durch die Zugabe von Nimodipin bedingt war, berechnen zu können, wurden
Kontrollmessungen durchgeführt. Diese beinhalteten den gleichen zeitlichen
Ablauf der pH-Wechsel, jedoch wurde kein Nimodipin eingesetzt.
• Säureinduzierte Ca2+-Antwort in Anwesenheit von Thapsigargin:
Es wurde eine Stammlösung von Thapsigargin (1 mM in DMSO) hergestellt;
zum Einsatz kam eine Endkonzentration von 1 µM. Die Bindung von Thapsi-
gargin an die endoplasmatische Ca2+-ATPase ist irreversibel [Thastrup et al.,
1990]. Um auszuschließen, dass sich Reste von Thapsigargin aus Vorversuchen
in den Perfusionsschläuchen hielten und bereits zu Beginn des Versuchs einen
Effekt auf die Neurone ausübten, wurde Thapsigargin (2 µM in Badlösung mit
pH = 7,45 verdünnt) direkt in die Mikroskopkammer appliziert. Dabei wurde
nochmals ca. 1:2 in dem Kammervolumen verdünnt, sodass die Endkonzentra-
tion von 1 µM zustande kam. Nach jedem Versuch mit Thapsigargin wurde
die Mikroskopkammer zunächst mit reinem Ethanol und dann mit Badlösung
gespült, um mögliche Rückstände des Pharmakons herauszuwaschen. Der zeit-
liche Ablauf der Versuche war folgendermaßen:
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Zeit pH Pharmakon
0 s 7,45
100 s 6,0
300 s 7,45
500 s 5,0
700 s 7,45
800 s 7,45 + Thapsigargin
1000 s 7,45
1100 s 6,0
1300 s 7,45
1500 s 5,0
1700 s 7,45
1900 s Ende
Da die Thapsigargin-Blockade irreversibel ist, wurden Kontrollmessungen
durchgeführt, um die Veränderung in der Ca2+-Amplitude, die allein auf die
wiederholte Applikation von den beiden sauren Badlösungen zurückzuführen
war, berechnen zu können. Diese hatten den gleichen zeitlichen Ablauf, jedoch
wurde nach 800 s kein Thapsigargin hinzugefügt.
• Säureinduzierte Ca2+-Antwort in ASIC1−/−-Neuronen:
Die Knockout-Neurone wurden ohne pharmakologische Beeinflussung gemes-
sen:
Zeit pH
0 s 7,45
100 s 6,0
300 s 7,45
500 s 5,0
700 s 7,45
1000 s 6,0
1200 s 7,45
1400 s 5,0
1600 s 7,45
• Induzieren der Ca2+-Antwort mit hochmolarem K+:
Um die spannungsabhängigen L-Typ Ca2+-Kanäle zu aktivieren, wurden die
Kortexneurone durch Badlösung mit [K+] = 20 mM depolarisiert. Die Super-
fusion mit kaliumreicher Badlösung dauerte 20 s. Anschließend wurde wieder
mit normaler Badlösung superfundiert.
3.2.3.7 Auswertung der Fura-2-Experimente
Mit Hilfe der Till Vision-Software wurde der Ausgabewert Emission 340/380 (sie-
he 3.2.3.1) als Funktion der Zeit für jeden Versuch generiert. Die weitere Auswertung
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wurde in Excel durchgeführt. Bei allen Imaging-Versuchen wurden die Amplituden
des Ca2+-Peaks nach Superfusion mit pH1 = 6,0 und pH2 = 5,0 bzw. 20 mM K+
bestimmt. Dazu wurde zunächst aus den 8 Bildern (40 s) vor dem Lösungswechsel
der Mittelwert als Baseline bestimmt. Neurone mit einer initialen Baseline ≥ 600
wurden als geschädigt eingestuft und gingen nicht weiter in die Statistik ein. Der an-
schließende Peak wurde als das Maximum der folgenden 15 Bilder (75 s) ermittelt.
Dann wurde die Differenz gebildet:
Amplitude = Peak −Baseline
Die zeitlichen Verläufe der Emission 340/380 wurden für jedes Neuron nochmals ein-
zeln begutachtet. Zellen, die eine unruhige Baseline zeigten oder deren Peak nicht
von vorherigen spontanen Schwankungen in der zytosolischen Ca2+-Konzentration
unterschieden werden konnte, wurden aus der weiteren Statistik ausgeschlossen.
Gleiches gilt für Neurone deren Ca2+-Konzentration im Laufe des Versuchs kon-
tinuierlich anstieg oder deren Peak eine untypische Konformation aufwies. Zellen,
deren 1. Amplitude ≤ 50 war, wurden als nicht-antwortend eingestuft und gingen
nicht in Mittelwerte von Amplituden mit ein.
Es wurde darauf geachtet, aus einer Präparation möglichst alle 4 Bedingungen
der Präkonditionierung (0 h, 1 h, 6 h, o.n.) zu messen. An Stellen, wo dies nicht
gelang, wird ausdrücklich darauf hingewiesen (siehe Ergebnisteil).
Die statistische Auswertung wurde mittels t-Test durchgeführt. Ein p ≤ 5%
wurde als signifikant erachtet.
3.2.4 RNA-Gewinnung aus den primärkultivierten Kortexneuronen und
Herstellung der cDNA
Bei der Gewinnung und Weiterbearbeitung der RNA wurde auf saubere Arbeitswei-
se, insbesondere durch Gebrauch von Einmalhandschuhen und gestopften Pipetten-
spitzen, geachtet, um Kontaminationen mit ubiquitär vorkommenden RNAsen zu
vermeiden.
3.2.4.1 RNA-Gewinnung aus der Zellkultur der Kortexneurone
Die RNA-Gewinnung wurde mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen durchgeführt,
wobei die QIAshredder spin column und die RNeasy spin column, sowie verschiedene
Waschpuffer des Kits zum Einsatz kamen. Die Schritte waren, wie folgt:
1. Zellkultur auf Eis
2. Absaugen des Kulturmediums, Waschen mit 5 mL HBSS, Absaugen des HBSS
3. Zugabe von 600 μL RLT Buffer
4. Abschaben der Zellen
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5. Überführen der Zellsuspension in die QIAshredder spin column
6. 2 min Zentrifugieren bei 16.100 min−1
7. Zelllysat mit 600 μL 70%-igem Ethanol versetzen und durch mehrfaches Pi-
pettieren mischen
8. 700 μL der Zelllysat-Ethanol-Mischung in die RNeasy spin column überführen,
30 s Zentrifugieren bei 10.000 min−1
9. Eluat verwerfen
10. den Rest der Zelllysat-Ethanol-Mischung in die RNeasy spin column überfüh-
ren, 30 s Zentrifugieren bei 10.000 min−1
11. Eluat verwerfen, Zugabe von 700 μL RW1-Puffer, 30 s Zentrifugieren bei
10.000 min−1
12. Eluat verwerfen, Zugabe von 500 μL RPE-Puffer, 30 s Zentrifugieren bei
10.000 min−1
13. Eluat verwerfen, Zugabe von 500 μL RPE-Puffer, 2 min Zentrifugieren bei
10.000 min−1
14. die RNeasy spin column wird in ein neues RNAse-freies Reaktionsgefäß über-
führt
15. Zugabe von 30 μL DEPC-H2O, 1 min Zentrifugieren bei 10.000 min−1
Die aufgefangene RNA wurde bei -80°C gelagert.
3.2.4.2 Beurteilung der RNA-Qualität
Zur Beurteilung der RNA-Qualität wurde die RNA auf einem Agarosegel elek-
trophoretisch aufgetrennt. Dazu wurde 1 μL RNA mit 4 μL DEPC-H2O und 1 μL
Loading-Buffer für 10 min auf 65°C erhitzt. Anschließend wurde die RNA auf 1%-
igem Agarosegel (Herstellung siehe 3.2.5.3) bei 80 V ca. 15-20 min elektrophoretisch
aufgetrennt. Konnte man die ribosomalen Doppelbanden erkennen, wurde die RNA
als intakt betrachtet und konnte weiterverwendet werden.
3.2.4.3 Messen der RNA-Konzentration
Bevor die RNA revers transkribiert wurde, wurde an einem Nanodrop-Spektrome-
ter die Konzentration der RNA bestimmt.
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3.2.4.4 cDNA-Synthese
Die reverse Transkription (RT) wurde mit dem SuperScript III-Kit der Firma Qia-
gen nach der beiliegenden Gebrauchsanweisung durchgeführt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass nicht mehr als 5 µg Gesamt-RNA in einen Ansatz gelangten, wie es
von den Herstellerangaben gefordert wurde. Die RT-Reaktion wurde nach folgendem
Schema durchgeführt:
1. Zunächst wurden folgende Reagenzien in einem 200 μL-Gefäß zusammenpi-
pettiert:
bis zu 5 μg Gesamt-RNA n μL
oligo(dT)20-Primer (50 µM) 1 μL
dNTP-Mix (10 mM) 1 μL
DEPC-H2O bis 10 μL
2. Das Reaktionsgefäß wurde im Thermocycler für 5 min auf 65°C erhitzt und
anschließend für mindestens 1 min auf 4°C gekühlt.
3. Für jedes Reaktionsgefäß wurde folgender cDNA-Synthese-Mix (je 10 μL) zu-
sammenpipettiert:
RT Buffer (10x) 2 μL
MgCl2 (25 mM) 4 μL
DTT (0,1 M) 2 μL
RNaseOUT (40 U/μL) 1 μL
SuperScript III RT (200 U/μL) 1 μL
4. Jedem Reaktionsgefäß wurden10 μL des cDNA-Synthese-Mix hinzugefügt.
5. Inkubation im Thermocycler:
(a) 50 min bei 50°C
(b) 5 min bei 85°C zur Beendigung der Reaktion
(c) Pause bei 4°C
6. Zugabe von 1 μL RNase H zu jedem Reaktionsgefäß, Inkubation für 20 min
bei 37°C
Für jede Synthese wurden Negativkontrollen ohne RT-Enzym durchgeführt. Die
cDNA wurde bei -80°C aufbewahrt.
3.2.4.5 Kontrolle der cDNA-Synthese mittels HPRT-PCR
Um den Erfolg der RT-Reaktion zu überwachen, wurde eine konventionelle PCR
(siehe 3.2.5) mit einem intronüberspannenden Primerpaar für HPRT, einem ubiqui-
tär exprimierten Gen, durchgeführt. Bei Vorliegen reiner cDNA sollte ein Fragment
von 248 bp entstehen. Sollte eine Verunreinigung mit genomischer DNA vorliegen,
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entstünde ein Fragment von ca. 1.200 bp. Bei Verunreinigung mit genomischer DNA
entstünde des weiteren auch in der Negativkontrolle der RT-Reaktion ein Produkt.
Die cDNA wurde nur weiterverwendet, wenn in der HPRT-PCR genau ein Pro-
dukt von ca. 248 bp entstanden war und die Negativkontrolle kein Produkt ergeben
hatte.
3.2.5 konventionelle PCR
3.2.5.1 Pipettierschema und Cycler-Einstellungen
Für die konventionelle PCR wurde das Kapa HiFi PCR Kit der Firma Peqlab
benutzt. Folgendes Pipettierschema kam bei allen Primerpaaren (außer der Genoty-
pisierung, siehe dafür 3.2.6.2) zum Einsatz:
H2O 33,5 μL
5x Puffer (KapaHiFi Fidelity Buffer) 10,0 μL
dNTP-Mix (je 10 mM) 1,5 μL
Primer forward (10 µM) 1,5 μL
Primer reverse (10 µM) 1,5 μL
Kapa-HiFi-Polymerase (1 U/μL) 1,0 μL
Template 1,0 μL
50,0 μL
Die Einstellungen für den Thermocycler waren für alle durchgeführten konven-
tionellen PCR-Reaktionen folgende (für die Genotypisierung siehe 3.2.6.2):
1. initiale DNA-Denaturierung 98°C 3 min
2. DNA-Denaturierung 98°C 40 s
3. Annealing 62°C 40 s 35 Zyklen
4. Elongation 72°C 20 s
5. finale Elongation 72°C 5 min
6. Kühlen 4°C unbegrenzt
3.2.5.2 PCR-Primer
Die Primer, deren Bezeichnungen mit mASIC bzw. mit mCaV beginnen, wurden
so gewählt, dass ihre Bindungssequenz eine Stelle beinhaltet, an der ein Intron her-
ausgespleißt wurde; sie sollten somit selektiv für cDNA sein. Es wurden folgende
Primer benutzt:
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Primer Sequenz 5’->3’ (Anzahl der Nukleotide)
HPRT_forw. GCTGGTGAAAAGGACCTCT (19)
HPRT_rev. CACAGGACTAGAACACCTGC (20)
mASIC1a _forw. GCGCTGAAGACTTCAAAGTGG (21)
mASIC1b_forw. TCCCCACAACTTCTCAGTGG (20)
mASIC1_rev. GATGAGCCTCTGCTCCTGG (19)
mASIC2a_forw. CATCAGCGCTGCCTTCATGG (20)
mASIC2b_forw. CAGCATGCTGGAGTTCCTGC (20)
mASIC2_rew. ACTGGCTGTGGATCTGAACC (20)
mCaV1.2_forw. GTGGCCAGAGCTGCTG (16)
mCaV1.2_rev. TTCCACACATTGTCTCTGG (19)
mCaV1.3_forw. TGGCCCGCGTTGCTG (15)
mCaV1.3_rev. ATTCAACACACTGACGCTG (19)
mCaV1.2_forw2. TATGGACTGGTTCAAGAGAG (20)
mCaV1.2_rev2. AATGCAGTTACCGATTCTCG (20)
mCaV1.3_forw2. AATGCAGGTGGTCTGTGG (18)
mCaV1.3_rev2. GAATCCTTAGGAAAGTGATGG (21)
GAPDHex1 F TGTCAGCAATGCATCCTGCA (20)
GAPDHex1 S GGAAGGGCTCATGACCACA (19)
GAPDHex1,2r GATGTCATCATACTTGGCAGGTTTC (25)
ASIC-18 CATGTCACCAAGCTCGACGAGGTG (24)
ASIC-53 CCGCCTTGAGCGGCAGGTTTAAAGG (25)
ASIC-NEO TGGATGTGGAATGTGTGCGA (20)
3.2.5.3 Elektrophorese auf Agarosegel
Zusammensetzung des TAE-Puffer (in wässriger Lösung):
Tris Base 40 mM
Essigsäure 10 mM
EDTA 1 mM
Zur Gelherstellung wurde TAE-Puffer mit 1% (Gewicht) Agarose erhitzt. Dann
wurde zum späteren Anfärben der DNA RedSafe (20.000x) in 20.000-facher Ver-
dünnung beigemengt. Das Gel wurde gegossen und für ca. 20 min bei Raumtempe-
ratur abgekühlt. Nun wurde das PCR-Produkt aufgetragen und für ca. 20 min bei
100 V der Größe nach aufgetrennt. Zur Orientierung lief auf jedem Gel eine 100 bp-
DNA-Leiter mit. Unter UV-Beleuchtung (Bio-Rad Universal Hood II) wurden die
entstandenen Produkte betrachtet und dokumentiert.
3.2.6 Genotypisierung der neugeborenen Donor-Mäuse
Alle Mäuse, deren Neurone in Versuchen verwendet wurden und von denen nicht
sicher bekannt war, dass sie homozygote Träger eines intakten ASIC1-Gens waren,
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wurden einer Genotypisierung unterzogen. Dafür wurden die Enden ihrer Schwän-
ze gekappt; aus deren Lysat wurde DNA für eine anschließende PCR gewonnen.
Pro Maus wurden jeweils zwei PCRs durchgeführt; dabei wurden zwei verschiedene
5’-Primer (ASIC-18 und ASIC-NEO) und ein gemeinsamer 3’-Primer (ASIC-53) be-
nutzt. Im ausgeschalteten ASIC1-Gen wurde die Sequenz, in der auch der Wildtyp-
spezifische Primer ASIC-18 bindet, durch eine Neomycin-Kassette ersetzt, an welche
der Primer ASIC-NEO spezifisch für das ausgeschaltete ASIC1-Gen bindet.
3.2.6.1 DNA-Isolation aus Donor-Mäusen
Proteinase-K-Puffer wurde in folgender Zusammensetzung verwendet:
Tris 10 mM
EDTA 5 mM
SDS 6,9 mM
NaCl 200 mM
Der pH-Wert wurde auf 8,5 eingestellt.
TE-Puffer wurde in folgender Zusammensetzung verwendet:
Tris 10 mM
EDTA 1 mM
Der pH-Wert wurde auf 8,0 eingestellt.
Die DNA-Isolation lief in folgenden Schritten ab:
1. Proteinase K wurde 1:100 in Proteinase-K-Puffer verdünnt (10 μL Proteinase K
in 1 mL Puffer).
2. pro Mäuseschwanz wurden 500 μL dieser Proteinase-Puffer-Lösung verwendet
3. über Nacht Inkubation im Schüttler bei 55°C und 300 min−1
4. Vortexen des Lysats
5. 20 min Zentrifugieren bei 14.000 min−1
6. der Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefäß mit 500 μL Isopropanol
(100%) überführt
7. es wurde gemischt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert
8. 10 min Zentrifugieren bei 14.000 min−1
9. der Überstand wurde verworfen
10. das Pellet wurde mit 500 μL Ethanol (70%) gewaschen
11. 10 min Zentrifugieren bei 14.000 min−1
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12. das Ethanol wurde vorsichtig mit der Pipette abgenommen
13. 30 s Zentrifugieren bei 14.000 min−1
14. das Pellet wurde bei geöffnetem Deckel unter der Zellkultur-Bench getrocknet
15. das DNA-Pellet wurde in 100 μL TE-Puffer aufgenommen
Die DNA wurde bei -20°C gelagert.
3.2.6.2 PCR zur Genotypisierung
Die Primerkombination ASIC-18 und ASIC-53 war spezifisch für das intakte ASIC1-
Gen, wohingegen die Kombination ASIC-53 und ASIC-NEO spezifisch für das aus-
geschaltete ASIC1-Gen war (Sequenzen der Primer siehe3.2.5.2).
Folgendes Pipettierschema wurde für den PCR-Ansatz verwendet:
H2O 14,0 μL
5x Puffer (KapaHiFi Fidelity Buffer) 5,0 μL
dNTP-Mix (je 10 mM) 0,5 μL
Primer forward (10 µM) 1,0 μL
Primer reverse (10 µM) 1,0 μL
Kapa-HiFi-Polymerase (1 U/μL) 0,5 μL
DNA (1:10 verdünnt) 3,0 μL
25,0μL
Als Negativkontrolle wurde eine Wasserprobe und als Positivkontrolle die DNA
einer Maus bekannten Genotyps mitgeführt.
Der Ablauf im Thermocycler war folgendermaßen:
1. initiale DNA-Denaturierung 98°C 3 min
2. DNA-Denaturierung 98°C 30 s
3. Annealing 62°C 30 s 30 Zyklen
4. Elongation 72°C 15 s
5. finale Elongation 72°C 5 min
6. Kühlen 4°C unbegrenzt
Anschließend wurde das PCR-Produkt auf 1%-igem Agarosegel einer Elektro-
phorese unterzogen (siehe 3.2.5.3). Zeigte sich nur eine Bande bei der Primerkombi-
nation, die für das intakte ASIC1-Gen spezifisch war (ASIC-18 und ASIC-53), war
das zugehörige Tier homozygot für ASIC1. Zeigte sich nur eine Bande bei der Pri-
merkombination, die für das ausgeschaltete ASIC1-Gen spezifisch war (ASIC-NEO
und ASIC-53), war das ASIC1-Gen im zugehörigen Tier ausgeschaltet (ASIC1−/−).
Wenn bei beiden Primerkombinationen eine Bande entstand, war das zugehörige
Tier heterozygot; Neurone dieser Mäuse wurden nicht für Experimente benutzt.
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3.2.7 Quantitative PCR (qPCR; auch Echt-Zeit- oder Real-Time-PCR)
Die qPCR wurde mit dem LightCycler FastStart DNA Master HybProbe Kit in
einem LightCycler 1.5 durchgeführt.
3.2.7.1 Prinzip der qPCR mit dem LightCycler-System
Das Prinzip der LightCycler-qPCR beruht auf der Verwendung zweier Hybridi-
sierungssonden. Bei diesen handelt es sich um Oligonukleotide, die komplementär
zur gesuchten DNA zwischen den beiden Primern und in geringem Abstand von-
einander gelegen gewählt werden. An der weiter 5’-gelegenen Sonde befindet sich
am 3’-Ende ein Fluorescein (FL). Am 5’-Ende der weiter 3’-gelegene Sonde befindet
sich ein LC Red 640 (LC640). Beide Moleküle sind Fluorophore. Im Sinne eines
FRET (Förster-Resonanzenergietransfer) können diese beiden als Donor (FL) und
Akzeptor (LC640) fungieren: mit der Anregungswellenlänge von λ1 = 470 nm wird
das Fluorescein (FL) zur Fluoreszenz bei λ2 = 530 nm angeregt. Haben die beiden
Sonden an das gesuchte Amplikon gebunden und befinden sie sich somit in direkter
Nachbarschaft, dient das Emissionslicht λ2 des Fluoresceins (Donor) als Anregungs-
licht für die Fluoreszenz des LC640 (Akzeptor) bei λ3 = 640 nm. LC Red 640 kann
nicht direkt durch λ1 zur Fluoreszenz anregt werden. Am Ende eines jeden PCR-
Zyklus wird die Fluoreszenz des Fluorescein bei λ2 = 530 nm (F2) und die des LC640
bei λ3 = 640 nm (F3) gemessen. Ausgabewert ist:
F3
F2
:=
Fluoreszenz bei λ3
Fluoreszenz bei λ2
Dieser Quotient wird als Maß für die Anzahl der entstandenen Amplikate verwendet
und als Funktion der Zyklenzahl C (
F3(C)
F2(C)
) aufgetragen.
Nach Abschluss der Kettenreaktion wird eine Schmelzkurven-Analyse durchge-
führt. Dabei wird die Temperatur mit 0,2◦C/s von 50°C auf 85°C erhöht. Die konti-
nuierlich gemessene Fluoreszenz wird gegen die Temperatur aufgetragen. Jedes Son-
denpaar hat in Abhängigkeit von ihrer Sequenz einen spezifischen Schmelzpunkt, an
dem es von der DNA dissoziiert. In der Schmelzkurve ergibt sich ein charakteristi-
sches Maximum. Findet man dieses Maximum vor, kann davon ausgegangen werden,
dass ein korrektes PCR-Produkt entstanden ist.
Neben der Schmelzkurven-Analyse ist der Gebrauch von Hybridisierungssonden
ein weiterer Garant für die Spezifität der gemessenen Fluoreszenz für ein bestimmtes
PCR-Produkt.
3.2.7.2 Durchführung der qPCR
Sequenzen der Hybridisierungssonden:
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Sonden-Name Sequenz 5’->3’
GAPDH FL CCAGAAGACTGTGGATGGCCCCT-FL
GAPDH LC LC640-TGGAAAGCTGTGGCGTGATGGC-PH
ASIC1 FL GTGTGGGGAGAGACTGATGAGACATCG-FL
ASIC1 LC LC640-CGAAGCAGGCATCAAAGTGCAGATCCAC-PH
ASIC2 FL GGGAAGTGTTACATGTTTAACTCAGGCGAGG-FL
ASIC2 LC LC640-CCATCTTCTTCATCATCTATATCATCATCG-PH
Pipettierschema für den qPCR-Ansatz:
H2O 10,4 μL
MgCl2 (25 mM) 1,6 μL
Sonde 1 (3 µM) 1,0 μL
Sonde 2 (3 µM) 1,0 μL
Primer forward (10 µM) 1,0 μL
Primer reverse (10 µM) 1,0 μL
Ready Mix 2,0 μL
Template 2,0 μL
20,0 μL
Die verwendeten Primer waren die gleichen wie in der konventionellen PCR (sie-
he3.2.5.2).
Der Ansatz wurde in Glaskapillaren überführt und diese in das LightCycler-
Karussell gesteckt. Es wurde kurz zentrifugiert, um die Kapillaren zu fluten. Dann
wurde das Karussell in den LightCycler gesetzt.
LightCycler-Protokoll:
1. Amplifikation:
(a) DNA-Denaturierung 95°C 10 s
(b) Annealing 62°C 20 s 45 Zyklen
(c) Elongation 72°C 20 s
2. Schmelzkurvenbestimmung
3. Pause bei 40°C
3.2.7.3 Auswertung der qPCR
Da lediglich untersucht werden sollte, ob gewisse Gene durch die Präkonditio-
nierung in ihrem Expressionsniveau herauf- oder herunterreguliert wurden, genügte
eine relative Quantifizierung des Expressionsniveaus der untersuchten Gene. Für
die relative Quantifizierung wurde eine Normierung auf das Expressionsniveau eines
Haushaltsgens, in unserem Falle GAPHD, durchgeführt.
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Der Ct-Wert (cycle threshold) für ein Gen wurde ähnlich wie bei anderen qPCR-
Verfahren aus der Fluoreszenz-Zyklus-Kurve (
F3(C)
F2(C)
) als die Zyklenzahl ermittelt,
bei der die Fluoreszenz zum ersten Mal das Hintergrundrauschen überstieg. Um
die Expression von einem GenX in Relation zu der von GAPDH zu setzen, wurde
vereinfachend folgende Formel gebraucht:
rel. ExpressionsniveauGenX =
2−CtGenX
2−CtGAPDH
= 2(CtGAPDH−CtGenX)
Voraussetzung für den Gebrauch dieser Formel ist, dass die Effizienz beider Re-
aktionen (GAPDH-PCR und GenX-PCR) gleich 100% ist, d.h. dass sich die Kopi-
enzahl mit jedem Zyklus verdoppelt. Diese Annahme ist keineswegs trivial und zu
Beginn einer qPCR-Messreihe sollte für jede Primer-DNA-Kombination die Effizienz
mit einer DNA-Verdünnungsreihe bestimmt werden. Unterscheiden sich die Effizi-
enzen von GAPDH- und GenX-PCR, wird also GAPDH pro Zyklus um den Faktor
nGAPDH und GenX um den Faktor nGenX vervielfacht, muss obige Formel angepasst
werden:
rel. ExpressionsniveauGenX =
n−CtGenXGenX
n−CtGAPDHGAPDH
=
nCtGAPDHGAPDH
nCtGenXGenX
Zudem ist es erstrebenswert, den Ct-Wertes eines Gens in einer bestimmten
cDNA als den Mittelwert aus 3 identischen Ansätzen zu bestimmen (Triplikat-
Messungen). Die relativen Expressionsniveaus sollten zudem aus mehreren cDNAs
(und damit auch mehreren RNAs) bestimmt und gemittelt werden, um den Einfluss
von Fluktuationen im Expressionsmuster, die nicht durch die Präkonditionierung
bedingt waren, zu minimieren.
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4 Ergebnisse
Alle Werte werden als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. In den Abbildungen
gibt die Anzahl der Sterne (*) das Signifikanzniveau an: * =̂ p < 0,05; ** =̂ p < 0,01;
*** =̂ p < 0,001. Die Zahl n gibt die Anzahl der gemessenen Neurone an. Die
Zahl N gibt die Anzahl der Präparationen an, aus denen die primärkultivierten
Kortexneurone gewonnen wurden.
4.1 Fura-2-Imaging an primärkultivierten Kortexneuronen
4.1.1 Zytosolische Ca2+-Antwort nach Applikation extrazellulärer Azi-
dose
Abbildung 3: Verlauf der Ca2+-
Konzentration in einem Kortexneuron
nach Superfusion von Badlösungen mit
pH1 = 6, 0 und pH2 = 5, 0
Um die Reaktion der fluorometrisch ge-
messenen zytosolischen Ca2+-Konzen-
tration in Kortexneuronen auf extrazel-
luläre Azidose zu untersuchen, wurden
zwei verschiedene saure pH-Werte ge-
wählt, mit denen die Neurone für jeweils
3 min und 20 s (200 s) superfundiert
wurden: pH1 = 6, 0 (ein auch pathophy-
siologisch auftretender pH-Wert [Rehn-
crona, 1985, Nedergaard et al., 1991b])
und pH2 = 5, 0 (um eine maximale Ak-
tivierung neuronaler ASICs zu erreichen
[Li et al., 2010b]). Dazwischen wurde der
pH-Wert der Badlösung immer wieder auf den Ausgangswert pHbasal = 7, 45 zurück-
geführt. Abbildung 3 zeigt den typischen Verlauf der Ratio 340/380 als Antwort auf
diese pH-Werte in einem Kortexneuron.
Im Fura-2-Imaging zeigten sich nach Superfusion von Badlösungen mit den bei-
den sauren pH-Werten transiente, weniger als 1 min andauernde Anstiege der zy-
tosolischen Ca2+-Konzentration („säureinduzierte Ca2+-Amplitude”; siehe Abb. 3).
Der Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration währte also deutlich kürzer als
die Anwesenheit der extrazellulären Azidose. Die fluorometrisch bestimmte Ca2+-
Amplitude des transienten zytosolischen Ca2+-Anstiegs betrug 280,2±14,8 bzw.
311,5±13,3 nach Superfusion mit pH1 = 6, 0 bzw. pH2 = 5, 0. Der Unterschied
zwischen den pH 6,0- und pH 5,0-induzierten Amplituden war dabei signifikant
(p < 0,001).
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Abbildung 4: Einfluss von saurer Präkonditionierung auf die säureinduzierten
Ca2+-Amplituden in Kortexneuronen.
Saure Präkonditionierung bei pH = 6,0 für 1 h, 6 h und über Nacht (o.n.); Kontrolle
(0 h). A: Ca2+-Amplituden nach Superfusion von Badlösung mit pH1 = 6, 0. B: Ca2+-
Amplituden nach Superfusion von Badlösung mit pH2 = 5, 0; N = 9.
4.1.2 Effekt der Präkonditionierung durch Azidose für verschiedene Zeit-
räume auf die säureinduzierte Ca2+-Antwort
Um die Auswirkung von Präkonditionierung durch extrazelluläre Azidose (im Fol-
genden „Präkonditionierung” genannt) auf die Ca2+-Antwort zu untersuchen, wur-
den die Kortexneurone unmittelbar vor dem Imaging für 1 h, 6 h bzw. über Nacht
(>12 h, „o.n.”) bei pHPra¨kond. = 6, 0 inkubiert.
Präkonditionierung für 1 h bzw. über Nacht, jedoch nicht für 6 h führte zu ei-
ner signifikanten Abnahme der pH 6,0-induzierten Ca2+-Amplitude auf 205,1±10,7
(1 h) bzw. 175,0±13,8 (o.n.). Bemerkenswert ist, dass eine sechsstündige Präkondi-
tionierung im Vergleich zu einer einstündigen Präkonditionierung zu einem signifi-
kanten Wiederanstieg der pH 6,0-induzierten Ca2+-Amplitude von 205,1±10,7 auf
261,7±14,7 führte (p < 0,01). Präkonditionierung für 1 h, 6 h sowie über Nacht
führte zu einer signifikanten Reduktion der pH 5,0-induzierten Ca2+-Amplitude auf
230,2±10,8 (1 h) bzw. 182,8±9,2 (o.n.); auch hier konnte ein Wiederanstieg der
pH 5,0-induzierten Ca2+-Amplitude von 230,2±10,8 nach einstündiger Präkonditio-
nierung auf 264,6±15,0 nach sechsstündiger Präkonditionierung beobachtet werden,
wenn auch dieser Unterschied nicht signifikant war (p = 0,060). Die jeweils kleins-
te säureinduzierte Ca2+-Amplitude fand sich mit 175,0±13,8 (pH1 = 6, 0) bzw.
182,8±9,2 (pH2 = 5, 0) nach Präkonditionierung über Nacht. Nach den Präkondi-
tionierungen für 1 h, 6 h und über Nacht war der Unterschied zwischen den pH 6,0-
und pH 5,0-induzierten Ca2+-Amplituden jeweils nicht mehr signifikant.
Betrachtete man die Subpopulationen der Kortexneurone unterteilt nach der
Größe ihrer pH 5,0-induzierten Ca2+-Amplitude, waren diese annähernd entspre-
chend einer Gaußschen Normalverteilung mit einem Maximum um eine Ca2+-Ampli-
tude von 200 bis 400 verteilt (siehe Abb. 5, „0 h”). Aus dieser Normalverteilung
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Abbildung 5: Einfluss von saurer Prä-
konditionierung auf die Verteilung der
Größen der Ca2+-Amplituden nach Su-
perfusion von Badlösung mit pH2 = 5, 0.
n = 171 (0 h), n = 177 (1 h), n = 167 (6 h),
n = 196 (o.n.); N = 9.
fielen die Neurone heraus, deren pH 5,0-
induzierten Ca2+-Amplitude kleiner als
50 war und die daher als „nicht ant-
wortend” eingestuft wurden. Durch ein-
stündige Präkonditionierung wurde das
Maximum der Normalverteilung nach
links auf etwa 100 bis 300 verscho-
ben. Nach sechsstündiger Präkonditio-
nierung ließ sich dieser Gipfel kaum
noch von der Gruppe an Neuronen un-
terscheiden, deren Amplitude < 50 war.
Gleichzeitig gab es nach sechsstündi-
ger Präkonditionierung Neurone, deren
pH 5,0-induzierte Amplitude größer als
600 war; solche gab es nach Präkonditio-
nierung für 1 h oder über Nacht nicht.
Präkonditionierung über Nacht erbrach-
te eine weitere Linksverschiebung zu
kleineren Amplituden. Mit der Länge
der Präkonditionierung nahm die An-
zahl der Neurone mit einer Amplitude <
50 von 15% (ohne Präkonditionierung)
über 25% (1 h) und 26% (6 h) auf 29%
(o.n.) zu.
4.1.3 Effekt von Amilorid auf die
säureinduzierte Ca2+-Antwort
Um zu untersuchen, ob ASICs bei der
säureinduzierten Ca2+-Antwort in Kor-
texneuronen eine Rolle spielen, wurde
Amilorid als reversibler und unspezifi-
sche Blocker [Waldmann et al., 1997b,
Kellenberger and Schild, 2002] in ei-
ner Konzentration von 100 µM ein-
gesetzt; bei dieser Konzentration wer-
den ca. 80% der säureaktivierten ASIC-
Ströme in Neuronen blockiert [Xiong
et al., 2004]. Um den Effekt von Amilorid auf die säureinduzierte Ca2+-Amplitude
von einem durch die wiederholte Säureapplikation bedingten Effekt unterscheiden
zu können, wurden die Neurone sowohl vor als auch nach der Anwesenheit von
34
Abbildung 6: Reversible Blockade der säureinduzierten Ca2+-Amplituden in ei-
nem Kortexneuron durch 100 µM Amilorid.
Amilorid in der Badlösung jeweils mit pH1 = 6, 0 und pH2 = 5, 0 superfundiert.
Die Ca2+-Amplitude in Anwesenheit von Amilorid wurde dann mit dem Mittelwert
der Ca2+-Amplituden vorher und nachher verglichen. Ein Beispiel für eine typische
Messkurve sowie das Versuchsprotokoll findet sich in Abbildung 6.
Es ließen sich etwa 78% bzw. 69% der pH 6,0- bzw. pH 5,0-induzierten Ca2+-
Amplitude in Neuronen durch die Anwesenheit von 100 µM Amilorid inhibieren
(vergleiche Abb. 7). Auch nach Präkonditionierung für 1 h, 6 h und über Nacht
konnte der größte Anteil sowohl der pH 6,0- als auch der pH 5,0-induzierten Ca2+-
Amplitude inhibiert werden. Die relativen Ca2+-Amplituden in Anwesenheit von
Amilorid normiert auf die zugehörige Ca2+-Amplitude in Abwesenheit von Amilo-
rid sind in Abbildung 8 dargestellt. Die in Anwesenheit von Amilorid verbleibende
durch pH 6,0-induzierte Ca2+-Amplitude wurde durch die verschiedenen Präkondi-
tionierungen nicht signifikant beeinflusst. Nach Präkonditionierung über Nacht ließ
sich jedoch ein signifikant größerer Anteil der pH 5,0-induzierten Ca2+-Amplitude
durch Amilorid inhibieren.
4.1.4 Effekt von Nimodipin auf die säureinduzierte Ca2+-Antwort
Um die Rolle von spannungsabhängigen L-Typ Kalzium-Kanälen (LTCC) bei der
säureinduzierten Ca2+-Amplitude in den Kortexneuronen zu untersuchen, wurde
Nimodipin als spezifischer Blocker der LTCCs [Striessnig et al., 2006] in einer Kon-
zentration von 5 µM eingesetzt.
Da uns die Reversibilität der Nimodipin-Blockade nicht bekannt war, wurde auf
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Abbildung 7: Einfluss von 100 µM Amilorid auf die säureinduzierten Ca2+-
Amplituden in Kortexneuronen ohne und mit saurer Präkonditionierung.
Farbig: Mittelwerte der säureinduzierten Ca2+-Amplituden vor und nach Applikation von
Amilorid; grau: säureinduzierte Ca2+-Amplituden in Anwesenheit von Amilorid. A: Ca2+-
Amplituden nach Superfusion von Badlösung mit pH1 = 6, 0. B: Ca2+-Amplituden nach
Superfusion von Badlösung mit pH2 = 5, 0. N = 3.
Abbildung 8: Auswirkung der sauren Präkonditionierung auf den Amilorid-
resistenten Anteil der säureinduzierten Ca2+-Amplituden in Kortexneuronen.
Dargestellt sind die in Anwesenheit von 100 µM Amilorid verbleibenden säureinduzierten
Ca2+-Amplituden normiert auf die Mittelwerte der Kontrollmessungen. A: nach Superfu-
sion von Badlösung mit pH1 = 6, 0. B: nach Superfusion von Badlösung mit pH2 = 5, 0.
N = 3.
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Abbildung 9: Blockade der säureinduzierten Ca2+-Amplituden in einem Kortex-
neuron durch 5 µM Nimodipin. A: Kontrollmessung; B: Messung mit Nimodipin.
ein Protokoll analog zu den Versuchen mit Amilorid verzichtet, bei denen nach
dem Einsatz des Pharmakons nochmals pH1 = 6, 0 und pH2 = 5, 0 ohne Phar-
makon appliziert wurden. Um dennoch den Effekt von Nimodipin von dem allein
durch wiederholte Superfusion mit sauren Badlösungen bedingten Effekt unterschei-
den zu können, wurden Kontrollmessungen ohne Nimodipin durchgeführt (verglei-
che 3.2.3.6). Beispiele einer typischen Messung mit und ohne Nimodipin sowie die
zugehörigen Versuchsprotokolle finden sich in Abbildung 9. Verglichen wurden die
säureinduzierten Ca2+-Amplituden in Anwesenheit von Nimodipin und die säurein-
duzierten Ca2+-Amplituden der Kontrolle jeweils normiert auf die vorangegangene
durch den gleichen pH-Wert induzierte Ca2+-Amplitude (siehe Abb. 10 C und F).
Wie auch durch Amilorid ließ sich ein Großteil (63% bzw. 87%) sowohl der
pH 6,0- als auch der pH 5,0-induzierten Ca2+-Amplitude durch Anwesenheit von
Nimodipin inhibieren. Auch nach Präkonditionierung für 1 h, 6 h und über Nacht
wurden die säureinduzierten Ca2+-Amplituden durch Nimodipin um einen erhebli-
chen Anteil reduziert. Die Aussagekraft dieser Daten wird dadurch eingeschränkt,
dass die Daten der pH 6,0-induzierten Ca2+-Amplituden lediglich aus einer Präpara-
tion stammten und somit präparationsspezifische Einflussfaktoren nicht auszuschlie-
ßen sind.
Abbildung 11 stellt die säureinduzierten Ca2+-Amplituden in Anwesenheit von
Nimodipin normiert auf den Mittelwert der Kontrollmessung dar. Unter dem Vor-
behalt der geringen Anzahl an Präparationen (s.o.) ließ sich eine Reduktion der
in Anwesenheit von Nimodipin verbleibenden, pH 6,0-induzierten Ca2+-Amplitude
nach Präkonditionierung für 1 h, 6 h sowie über Nacht feststellen (siehe Abb. 11
A). Allerdings ließ sich unter aussagekräftigen Bedingungen (N = 3) kein Effekt
von Präkonditionierung auf die in Anwesenheit von Nimodipin verbleibende, durch
pH 5,0 induzierte Ca2+-Amplitude beobachten (siehe Abb. 11 B).
37
Abbildung 10: Einfluss von 5 µM Nimodipin auf die säureinduzierten Ca2+-
Amplituden in Kortexneuronen ohne und mit saurer Präkonditionierung.
A: erste (blau) und zweite (hellblau) Ca2+-Amplituden nach Superfusion von Badlösung
mit pH1 = 6, 0; Kontrollmessungen. B: erste (hellgrau) und zweite (dunkelgrau) Ca2+-
Amplituden nach Superfusion von Badlösung mit pH1 = 6, 0 mit Anwesenheit von Ni-
modipin bei den zweiten Ca2+-Amplituden. C: auf die jeweils ersten Ca2+-Amplituden
normierte zweite Ca2+-Amplituden nach Superfusion von Badlösung mit pH1 = 6, 0. Blau:
Kontrollmessungen; grau: Ca2+-Amplituden in Anwesenheit von Nimodipin. N = 1.
D: erste (rot) und zweite (hellrot) Ca2+-Amplituden nach Superfusion von Badlösung
mit pH2 = 5, 0; Kontrollmessungen. E: erste (hellgrau) und zweite (dunkelgrau) Ca2+-
Amplituden nach Superfusion von Badlösung mit pH2 = 5, 0 mit Anwesenheit von Ni-
modipin bei den zweiten Ca2+-Amplituden. F: auf die jeweils ersten Ca2+-Amplituden
normierte zweite Ca2+-Amplituden nach Superfusion von Badlösung mit pH2 = 5, 0. Rot:
Kontrollmessungen; grau: Ca2+-Amplituden in Anwesenheit von Nimodipin. N = 3.
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Abbildung 11: Auswirkung der sauren Präkonditionierung auf den Nimodipin-
resistenten Anteil der säureinduzierten Ca2+-Amplituden in Kortexneuronen.
Dargestellt sind die in Anwesenheit von 5 µM Nimodipin verbleibenden säureinduzierten
Ca2+-Amplituden normiert auf die Mittelwerte der Kontrollmessungen. A: nach Super-
fusion von Badlösung mit pH1 = 6, 0; N = 1. B: nach Superfusion von Badlösung mit
pH2 = 5, 0; N = 3. Die Anzahl der jeweils betrachteten Neurone kann man Abb. 10 ent-
nehmen.
4.1.5 Effekt von Thapsigargin auf die säureinduzierte Ca2+-Antwort
Um herauszufinden, ob eine Freisetzung von Ca2+-Ionen aus dem endoplasmati-
schen Retikulum (ER), einem intrazellulären Ca2+-Speicher, als Folge einer Ca2+-
induzierten Ca2+-Freisetzung (calcium induced calcium release, CICR) bei der säu-
reinduzierte Ca2+-Amplitude in Kortexneuronen beteiligt ist, wurde das ER mittels
pharmakologischer Blockade der endoplasmatischen Ca2+-ATPase durch Thapsigar-
gin entleert. Dazu wurde nach Superfusion von Badlösungen mit pH1 = 6, 0 und
pH2 = 5, 0 für 3 min und 20 s (200 s) 1 µM Thapsigargin zur Badlösung hinzu-
gefügt; dann wurde ein zweites Mal mit Badlösungen mit den beiden pH-Werten
superfundiert. In der Kontrolle wurde kein Thapsigargin hinzugefügt. Ein Beispiel
für eine Messung und die Versuchsprotokolle finden sich in Abbildung 12. Verglichen
wurden die säureinduzierten Ca2+-Amplituden nach Thapsigargin-Applikation mit
den zweiten säureinduzierten Ca2+-Amplituden der Kontrolle, beides auf die jewei-
lige erste Ca2+-Amplitude normiert, die durch den gleichen pH-Wert hervorgerufen
worden war.
Die Applikation von Thapsigargin führte unmittelbar zu einem anhaltenden,
durch die Entleerung des ER bedingten Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentra-
tion (siehe Abb. 12), wie es andere Arbeiten erwarten ließen [Thastrup et al., 1990].
Die säureinduzierten Ca2+-Amplituden nach Applikation von Thapsigargin zeig-
ten keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle (77,8±4,6% ohne gegenüber
74,9±3,8% mit Thapsigargin bei den pH 6,0-induzierten Ca2+-Amplituden und
98,3±13,6 ohne gegenüber 80,5±4,2% mit Thapsigargin bei den pH 5,0-induzierten
Ca2+-Amplituden). Nach Präkonditionierung für 1 h ließ sich durch Applikation von
Thapsigargin die pH 6,0-induzierte Ca2+-Amplitude signifikant verkleinern
(123,9±13,1% Kontrolle, gegenüber 73,5±10,0% mit Thapsigargin). Hierbei sollte
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Abbildung 12: Effekt von 1 µM Thapsigargin (Tg) auf die säureinduzierte Ca2+-
Amplituden in einem Kortexneuron. A: Kontrollmessung; B: Messung mit Thapsi-
gargin.
jedoch berücksichtigt werden, dass es in dieser Versuchsreihe zu einem bisher nicht
beobachteten nicht-signifikanten Anstieg der pH 6,0-induzierten Ca2+-Amplitude
durch die einstündige Präkonditionierung von 77,9±4,6% auf 107,8±17% (p = 0,055)
kam; dagegen hatte eine einstündige Präkonditionierung eine signifikante Reduktion
der absoluten pH 6,0-induzierten Ca2+-Amplituden (von 280,2±14,8 auf 205,1±10,7;
p < 0,001; siehe Abschnitt 4.1.2) und in der Versuchsreihe mit Nimodipin eine signi-
fikante Reduktion der relativen zweiten pH 6,0-induzierten Ca2+-Amplituden (von
98,4±9,5% auf 68,3±7,0%; p < 0,05; siehe 4.1.4) bewirkt.
Nach Präkonditionierung für 6 h oder über Nacht konnte die pH 6,0-induzierte
Ca2+-Amplitude durch Thapsigargin nicht signifikant geändert werden. Ebenso konn-
te nach keiner der drei verschiedenen Präkonditionierungen durch Thapsigargin eine
signifikante Änderung der pH 5,0-induzierten Amplituden beobachtet werden. Die-
se Aussage wird dadurch eingeschränkt, dass die säureinduzierten Ca2+-Antworten
nach Präkonditionierung über Nacht aus nur einer Präparation erhoben wurden und
somit keine statistisch sichere Aussage möglich ist.
Für Abbildung 14 wurden die Ca2+-Amplituden nach Thapsigargin-Applikation
auf den Mittelwert der Ca2+-Amplitude der Kontrolle normiert. Der oben beschrie-
bene Sachverhalt der nach einstündiger Präkonditionierung durch Thapsigargin in-
hibierbaren pH 6,0-induzierten Ca2+-Amplitude spiegelte sich auch hier wieder. Da-
neben zeigte sich nach Präkonditionierung über Nacht die pH 6,0-induzierte Ca2+-
Amplitude durch Thapsigargin-Applikation vergrößert; hierbei sei wiederum darauf
hingewiesen, dass die säureinduzierten Ca2+-Antworten nach Präkonditionierung
über Nacht aus nur einer Präparation stammen und dieser Unterschied nicht als
statistisch abgesichert betrachtet werden kann. Die nach Thapsigargin-Applikation
verbleibenden pH 5,0-induzierten Amplituden wurden durch die Präkonditionierung
nicht signifikant beeinflusst.
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Abbildung 13: Effekt von 1 µM Thapsigargin (Tg) auf die säureinduzierten Ca2+-
Amplituden in Kortexneuronen ohne und mit saurer Präkonditionierung.
A: erste (blau) und zweite (hellblau) Ca2+-Amplituden nach Superfusion von Badlösung
mit pH1 = 6, 0; Kontrollmessungen. B: erste (hellgrau) und zweite (dunkelgrau) Ca2+-
Amplituden nach Superfusion von Badlösung mit pH1 = 6, 0 mit Applikation von Tg vor
den zweiten Ca2+-Amplituden. C: auf die jeweils ersten Ca2+-Amplituden normierte zweite
Ca2+-Amplituden nach Superfusion von Badlösung mit pH1 = 6, 0. Blau: Kontrollmessun-
gen; grau: Ca2+-Amplituden nach Applikation von Tg. N = 1.
D: erste (rot) und zweite (hellrot) Ca2+-Amplituden nach Superfusion von Badlösung
mit pH2 = 5, 0; Kontrollmessungen. E: erste (hellgrau) und zweite (dunkelgrau) Ca2+-
Amplituden nach Superfusion von Badlösung mit pH2 = 5, 0 mit Applikation von Tg vor
den zweiten Ca2+-Amplituden. F: auf die jeweils ersten Ca2+-Amplituden normierte zweite
Ca2+-Amplituden nach Superfusion von Badlösung mit pH2 = 5, 0. Rot: Kontrollmessun-
gen; grau: Ca2+-Amplituden nach Applikation von Tg. N = 3.
N = 2 (0 h, 1 h, 6 h), N = 1 (o.n.).
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Abbildung 14: Auswirkung der sauren Präkonditionierung auf die Thapsigargin-
beeinflussten säureinduzierten Ca2+-Amplituden in Kortexneuronen.
Dargestellt sind die in Anwesenheit von 1 µM Thapsigargin verbleibenden säureinduzierten
Ca2+-Amplituden normiert auf die Mittelwerte der Kontrollmessungen. A: nach Superfu-
sion von Badlösung mit pH1 = 6, 0. B: nach Superfusion von Badlösung mit pH2 = 5, 0.
Die Anzahl der jeweils betrachteten Neurone kann man Abb. 13 entnehmen. N = 2 (0 h,
1 h, 6 h), N = 1 (o.n.).
4.1.6 Fura-2-Imaging in ASIC−/−-Mäusen
Um noch spezifischer die Abhängigkeit der säureinduzierten Ca2+-Amplitude in
Neuronen von der Anwesenheit von ASIC1-Untereinheiten zu untersuchen, wurden
Imaging-Versuche an ASIC1−/−-Neuronen durchgeführt.
4.1.6.1 Säureinduzierte Ca2+-Antwort in ASIC1−/−-Kortexneuronen
Eine typische Messkurve für den Verlauf der zytosolischen Ca2+-Konzentration
in einem ASIC1−/−-Neuron in Reaktion auf Superfusion mit sauren Badlösungen
findet sich in Abbildung 15, A. In keinem ASIC1−/−-Neuron ließen sich transiente
Ca2+-Amplituden durch Applikation von pH1 = 6, 0 oder pH2 = 5, 0 hervorrufen.
Abbildung 16 zeigt einen Vergleich der Ca2+-Antworten in WT- und ASIC1−/−-
Kortexneuronen nach Superfusion von Badlösungen mit pH1 = 6, 0 oder pH2 = 5, 0.
Dargestellt ist der Prozentsatz der untersuchten Neurone, die eine säureinduzier-
te Ca2+-Amplitude von mindestens 50 zeigten („antwortend”). Abbildung 15, Teil
B, zeigt den Verlauf der intrazellulären Ca2+-Konzentration eines formal als „ant-
wortend” registrierten Neurons: die vermeintliche säureinduzierte Ca2+-Amplitude
(Pfeil) lässt sich nicht sicher von den vorangehenden Fluktuationen in der intra-
zellulären Ca2+-Konzentration unterscheiden; darüber hinaus lässt sie sich durch
die folgenden pH-Wechsel nicht reproduzieren. Ähnliche Kurven finden sich für alle
formal als „antwortend” deklarierten ASIC1−/−-Neurone.
4.1.6.2 Durch Depolarisation hervorgerufene Ca2+-Antwort in WT- und
ASIC1−/−-Kortexneuronen
Um auszuschließen, dass die Abwesenheit der säureinduzierten Ca2+-Amplituden
in ASIC1−/−-Kortexneuronen nicht auf eine Beeinflussung des depolarisationsbe-
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Abbildung 15: Verläufe der Ca2+-Konzentration in ASIC1−/−-Kortexneuronen
nach Superfusion von Badlösungen mit pH1 = 6, 0 und pH2 = 5, 0.
A: typischer Verlauf der Ca2+-Konzentration in einem ASIC1−/−-Neuron. B: Beispiel für
einen spontanen Gipfel in der Ca2+-Konzentration in einem ASIC1−/−-Neuron (Pfeil).
Dieser ist nicht eindeutig von der vorangehenden spontanen Ca2+-Fluktuation zu unter-
scheiden und durch nachfolgende pH-Wechsel nicht reproduzierbar.
Abbildung 16: Vergleich der säureinduzierten Ca2+-Antworten in ASIC1−/−-
Kortexneuronen (grau) und in WT-Kortexneuronen (farbig) ohne und mit sau-
rer Präkonditionierung.
Dargestellt ist die relative Anzahl der Kortexneurone, deren Amplitude ≥ 50 war („ant-
wortend”). A: relative Anzahl der „antwortenden” Kortexneurone nach Superfusion von
Badlösung mit pH1 = 6, 0. B: relative Anzahl der „antwortenden” Kortexneurone nach
Superfusion von Badlösung mit pH2 = 5, 0. Die Zahlen über den Balken geben die Anzahl
der betrachteten Neurone an, auf die sich die Prozentangaben beziehen; N = 3 (ASIC−/−-
Neurone; 0 h, 1 h, o.n.); N = 2 (ASIC−/−-Neurone; 6 h); N = 9 (WT-Neurone).
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Abbildung 17: Die Ca2+-Amplitude nach Depolarisation mittels Superfusion von
Badlösung mit [K+] = 20 mM unterscheidet sich nicht in WT- (A) und
ASIC1−/−-Kortexneuron (B). Die Verzögerung zwischen K+-Applikation und Anstieg
der Ca2+-Konzentration ist durch den Lösungstransport im Perfusionsschlauch bedingt.
dingten Ca2+-Einstroms (etwa über LTCCs) zurückzuführen ist, wurde die Reaktion
der intrazellulären Ca2+-Konzentration auf einen kurzen depolarisierenden Stimu-
lus in WT- und ASIC−/−-Neuronen verglichen. Dazu wurden WT- und ASIC−/−-
Neurone für 20 s mit 20 mM K+ superfundiert. Dies war ein geeigneter Stimulus,
um eine Ca2+-Antwort in WT- und ASIC1−/−-Kortexneuronen zu erhalten (siehe
Abb.17).
Zwischen den K+-induzierten Ca2+-Amplituden in WT- und ASIC−/−-Kortex-
neuronen gab es keinen signifikanten Unterschied (398,8±33,9 in WT-Neuronen
gegenüber 348,7±19,2 in ASIC−/−-Kortexneuronen; p = 0,17). Nach sechsstündi-
ger Präkonditionierung konnte in WT-Neuronen jedoch eine größere K+-induzierte
Ca2+-Amplitude als in ASIC−/−-Neuronen beobachtet werden (427,0±34,0 gegen-
über 316,8±18,0, p < 0,01).
In den WT-Kortexneuronen wurde die depolarisationsbedingte Ca2+-Amplitude
nach 1 h Präkonditionierung signifikant kleiner und nahm nach 6 h Präkonditio-
nierung wieder signifikant zu (vergleiche Abb. 18, C). Der Anstieg der depolarisa-
tionsbedingten Ca2+-Amplitude von einstündiger Präkonditionierung (N1h = 4) zu
sechsstündiger Präkonditionierung (N6h = 3) in den WT-Kortexneuronen war auch
bei Betrachtung nur der ersten drei Präparationen signifikant (N1h = N6h =3). In
den ASIC−/−-Kortexneuronen wurden die K+-induzierten Ca2+-Amplituden durch
ein- bzw. sechsstündige Präkonditionierung nicht signifikant verändert (siehe Abb.
18, B). Nach Präkonditionierung über Nacht ist die K+-induzierte Ca2+-Amplitude
in ASIC1−/−-Neuronen jedoch signifikant größer als nach sechsstündiger Präkondi-
tionierung. Da der o.n.-Wert jedoch nur aus 2 Präparationen erhoben wurde, lässt
sich hier keine statistisch gesicherte Aussage treffen.
Zusammenfassend zeigte sich, dass die verschiedenen Zeiträume der Präkondi-
tionierung die säureinduzierten und die depolarisationsbedingten Ca2+-Amplituden
in den WT-Kortexneuronen immer gleichsinnig beeinflussten (vergleiche Abb. 18,
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Abbildung 18: Einfluss von saurer Präkonditionierung auf die säureinduzier-
ten bzw. depolarisationsbedingten Ca2+-Amplituden in WT- und ASIC1−/−-
Kortexneuronen.
A-C: Einfluss der Präkonditionierung mittels Azidose auf die Ca2+-Amplituden nach Su-
perfusion von Badlösung mit [K+] = 20 mM in WT-Kortexneuronen (dunkelrot) und
ASIC1−/−-Kortexneuronen (grau). N = 4 (WT-Kortexneurone; 0 h, 1 h); N = 3 (WT-
Kortexneurone; 6 h, o.n.). N = 4 (ASIC1−/−-Kortexneurone; 0 h, 1 h, 6 h); N = 2
(ASIC−/−-Kortexneurone; o.n.).
D-F: Gegenüberstellung des Effekts der Präkonditionierung mittels Azidose auf die Ca2+-
Amplituden von WT-Kortexneuronen nach Superfusion von Badlösung mit pH1 = 6, 0
(D), mit pH2 = 5, 0 (E) und mit [K+] = 20 mM (F). N = 9 (D, E); N = 4 (F; 0 h, 1 h);
N = 3 (F; 6 h, o.n.).
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Abbildung 19: Relative Expressionsniveaus der Transkripte für ASIC1a, -2a &
2b in WT-Kortexneuronen ohne und mit saurer Präkonditionierung. Alle Werte
normiert auf das Expressionsniveau der Transkripte für GAPDH. Mittelwerte aus jeweils
einer Messung aus 2 verschiedenen cDNAs.
D-F). Zwar waren nicht bei jedem Stimulus die gleichen Unterschiede signifikant,
der gleichsinnige Trend erscheint dennoch bemerkenswert.
4.2 qPCR
Um zu untersuchen, ob die im Fura-2-Imaging festgestellte Modulation der säu-
reinduzierten Ca2+-Amplitude durch saure Präkonditionierung von einer Verände-
rung des Expressionsniveaus der für die verschiedenen ASIC-Untereinheiten kodie-
renden mRNAs begleitet wurde, wurde eine relative Quantifizierung der mRNAs für
ASIC1a, ASIC2a und ASIC2b durchgeführt (siehe 3.2.7). Bekanntermaßen werden
durch ischämische Präkonditionierung die Expressionsniveaus dieser Untereinheiten
in Neuronen beeinflusst [Miao et al., 2010, Pignataro et al., 2011]. Als Haushaltsgen
wurde GAPDH benutzt.
Abbildung 19 zeigt die relativen Expressionsniveaus der drei ASIC-Transkripte
zu den verschiedenen Zeitpunkten der Präkonditionierung. Es fanden sich keine si-
gnifikanten Unterschiede im relativen Expressionsniveau eines Transkripts zwischen
den verschiedenen Präkonditionierungszeitpunkten.
Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Daten aus nur zwei verschiede-
nen cDNA-Proben. Die Ct-Werte dieser Messungen ließen sich in weiteren Messun-
gen aus den gleichen cDNA-Proben nicht bestätigen. Vielmehr fanden sich deutlich
erhöhte Ct-Werte in den Wiederholungen. Die dargestellten Daten stammen daher
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nicht - wie üblich - aus Triplikat-Messungen, sondern Einzelmessungen.
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5 Diskussion
5.1 Der säureinduzierte Ca2+-Anstieg in Neuronen
Es ist seit längerem bekannt, dass es unter ischämischen Bedingungen im Gehirn
zur Gewebeazidose, zu einem Anstieg der Ca2+-Konzentration in den Neuronen und
schließlich zum Zelltod der Neurone kommt [Rehncrona, 1985, Lobner and Lipton,
1993]. Dabei konnte insbesondere die lang anhaltende Gewebeazidose unter ischämi-
schen Bedingungen als ein wesentlicher kausaler Faktor des neuronalen Zelltods iden-
tifiziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass ein Wiederanheben des extrazellulä-
ren pH-Wertes nach zerebraler Ischämie in vivo zu einer Reduktion des Volumens des
ischämischen Schlaganfalls führt [Pignataro et al., 2007]. Die Entdeckung der säu-
reaktivierten Kationenkanäle ASICs lieferte einen vielversprechenden molekularen
Mechanismus, über den die Gewebeazidose zu einem Anstieg der zytosolischen Ca2+-
Konzentration und schließlich dem Zelltod der Neurone führen könnte [Waldmann
et al., 1997b]. Dass ASICs tatsächlich einen überragenden Effekt in der Pathophysio-
logie des ischämischen Schlaganfalls darstellen, legten in vivo-Experimente nahe, in
denen die Blockade von ASIC1a-Homomeren und ASIC1a/2b-Heteromeren zu einer
deutlichen Reduktion des Schlaganfallvolumens führte [Xiong et al., 2004, Pignataro
et al., 2007, Sherwood et al., 2011].
Unklar ist hingegen bisher geblieben, auf welche Weise eine lang anhaltende
Gewebeazidose zu einem ebenfalls für Minuten bis Stunden anhaltenden Anstieg
der zytosolischen Ca2+-Konzentration in den Kortexneuronen führen kann. Die säu-
reaktivierten Kationenströme über ASICs in Kortexneuronen sind transient und
spielen sich im Sekundenbereich ab [Li et al., 2010b]. Somit können diese Ströme
für sich genommen für einen Minuten bis Stunden anhaltenden Anstieg der Ca2+-
Konzentration kaum verantwortlich sein. In dieser Arbeit ließ sich durch kontinuier-
liche Superfusion mit saurer Badlösung (pH1 = 6, 0 bzw. pH2 = 5, 0) für 3 min und
20 s ein transienter Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration in Kortexneuro-
nen auslösen. Nach 1 min, noch unter Superfusion mit der sauren Badlösung kehr-
te die Ca2+-Konzentration jedoch wieder auf den Ausgangswert zurück. Es konnte
also kein auch nur für Minuten andauernder säureinduzierter Anstieg der Ca2+-
Konzentration in den Kortexneuronen dokumentiert werden. Eine mögliche Erklä-
rung könnte eine Signalkaskade sein, die über einen transienten Azidose-induzierten
Gipfel in der zytosolischen Ca2+-Konzentration initiiert wird. Diese Signalkaskade
könnte zu Veränderungen in den Neuronen führen, die eine erst nach Minuten begin-
nende Überladung mit Ca2+-Ionen und schließlich den neuronalen Zelltod bewirken.
Beispielsweise könnte die aus anderen Kontexten bekannte Ca2+-abhängige Kaska-
de über Calmodulin, Calcineurin und NFAT eine Rolle spielen. Langzeit-Aufnahmen
mittels Fura-2-Imaging in Neuronen unter Azidose könnten vielleicht erste Hinweise
liefern, in welchem zeitlichen Rahmen es zur Überladung der Neurone mit Ca2+-
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Ionen kommt.
5.2 Mechanismen des säureinduzierten Ca2+-Anstiegs in Kor-
texneuronen
Wie schon in anderen Arbeiten [Xiong et al., 2004] konnte auch in dieser Arbeit ge-
zeigt werden, dass sich der Großteil des transienten, säureinduzierten Anstiegs der
zytosolischen Ca2+-Konzentration durch Amilorid blockieren lässt. Dies deutet auf
eine Rolle von ASICs beim säureinduzierten Ca2+-Einstrom hin. Allerdings können
durch Amilorid in der verwendeten Konzentration von 100 µM auch andere Mem-
branmoleküle beeinflusst werden, die Einfluss auf die Regulation der zytosolischen
Ca2+-Konzentration haben, wie etwa der Na+-Ca2+-Austauscher [Xiong et al., 2008].
Ein spezifischerer Hinweis darauf, dass ASIC1-Proteine eine Schlüsselrolle beim säu-
reinduzierten Anstieg der intraneuronalen Ca2+-Konzentration innehaben, ist die
Bestätigung der Beobachtung, dass es in ASIC1−/−-Neuronen nicht zu einem säu-
reinduzierten Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration kommt [Xiong et al.,
2004]. In den Experimenten dieser Arbeit führte eine K+-vermittelte Depolarisation
des Membranpotentials in ASIC1−/−-Neuronen und inWT-Neuronen zu einer identi-
schen Reaktion der zytosolischen Ca2+-Konzentration. Somit ist nicht anzunehmen,
dass es in den ASIC1−/−-Neuronen zu einer Beeinflussung von spannungsabhängigen
Ionenkanälen in der Zellmembran gekommen ist.
Der Kationeneinstrom über aktivierte ASICs in Kortexneuronen ist ausreichend
Aktionspotentiale auszulösen [Baron et al., 2002, Weng et al., 2010]. Die im Gehirn
exprimierten spannungsabhängigen LTCCs CaV 1.2 und CaV 1.3 werden durch De-
polarisation des Membranpotentials aktiviert [Catterall et al., 2005]. Folglich wäre
eine Potenzierung des säureinduzierten, ASIC-vermittelten Anstiegs der zytosoli-
schen Ca2+-Konzentration durch einen Ca2+-Einstrom über LTCCs zu erwarten,
zumal auch der Ca2+-Einstrom über ASICs selbst eher vernachlässigbar zu sein
scheint [Bässler et al., 2001, Samways et al., 2009]. In bisherigen Arbeiten konnte
der säureinduzierte Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration durch pharmako-
logische Blockade der LTCCs mittels Nifedipin nicht beeinflusst werden [Yermolai-
eva et al., 2004, Mari et al., 2010]. Abweichend hiervon konnten in dieser Arbeit
63% des pH 6,0-induzierten und 87% des pH 5,0-induzierten Anstiegs der zyto-
solischen Ca2+-Konzentration durch 5 µM Nimodipin inhibiert werden. Möglicher-
weise tragen auch unter pathophysiologischen Bedingungen im ZNS, insbesondere
bei zerebraler Ischämie LTCCs einen erheblichen Teil zum säureinduzierten Ca2+-
Einstrom in Kortexneuronen bei. Dazu wäre es interessant den Effekt eines spezi-
fischen LTCC-Blockers wie beispielsweise Nimodipin auf das Infarktvolumen nach
zerebraler Ischämie in vivo zu erfassen.
Der Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration in Neuronen infolge von Akti-
onspotentialen ist z.T. durch den Mechanismus des CICR mitbedingt, wobei aus dem
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ER über RyRs Ca2+-Ionen freigesetzt werden [Sandler and Barbara, 1999]. Es wur-
de beschrieben, dass in Neuronen eine direkte Interaktion von spannungsabhängigen
LTCCs mit dem RyR zu dem durch Depolarisation bedingten Anstieg der intrazel-
lulären Ca2+-Konzentration beiträgt [Berrout and Isokawa, 2009]. Die Ergebnisse
dieser Arbeit legen eine Aktivierung von LTCCs beim säureinduzierten Anstieg der
zytosolischen Ca2+-Konzentration nahe. Somit liegt der Verdacht nahe, dass über ei-
ne Interaktion von aktivierten LTCCs und RyRs auch ein Einstrom von Ca2+-Ionen
aus dem ER in dem säureinduzierten Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration
in Kortexneuronen involviert sein könnten. Der Zusammenhang von extrazellulärer
Azidose und Ca2+-Einstrom aus dem ER ist in Neuronen bisher nicht untersucht. In
dieser Arbeit konnte nach pharmakologischer Entleerung des ER durch 1 µMThapsi-
gargin keine Änderung der Amplitude des pH 6,0- bzw. pH 5,0-induzierten Anstiegs
der zytosolischen Ca2+-Konzentration registriert werden. Dies spricht überraschen-
derweise gegen einen Beitrag von Ca2+-Einstrom aus dem ER zum säureinduzierten
Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration.
Zusammenfassend lassen sich folgende Feststellungen machen: für den säurebe-
dingten Anstieg der intraneuronalen Ca2+-Konzentration ist die Anwesenheit von
ASIC1-Untereinheiten unabdingbar. Dabei scheint der quantitativ bedeutendere
Einstrom von Ca2+-Ionen jedoch über LTCCs zu erfolgen. Die Experimente die-
ser Arbeit legen nahe, dass eine Freisetzung von Ca2+-Ionen aus dem ER in diesem
Kontext keine wesentliche Rolle zu spielen scheint. Es kann jedoch nicht ausge-
schlossen werden, dass noch weitere zelluläre Mechanismen (beispielsweise reduzier-
ter Ca2+-Transport über den der Na+-Ca2+-Austauscher oder Ca2+-Freisetzung aus
den Mitochondrien) zu dem transienten Anstieg der neuronalen Ca2+-Konzentration
nach extrazellulärer Azidose beitragen.
5.3 ASIC-Untereinheiten in Kortexneuronen
In Kortexneuronen des zentralen Nervensystems werden funktionelle ASICs unter
Beteiligung der Untereinheiten ASIC1a, -2a und 2b gebildet [Baron et al., 2002,
Askwith et al., 2004, Li et al., 2010b]. ASIC1a-Homomere und ASIC1a/2b-Heterome-
re werden bei einem pH50 = 6,2-6,8 halbmaximal aktiviert [Waldmann et al., 1997b,
Sherwood et al., 2011]; ASIC2a-Homomere dagegen erst bei pH50 = 4,4 [Lingueg-
lia et al., 1997]. Wie aufgrund dieser Daten zu erwarten, war die Applikation der
pH-Werte 6,0 und 5,0 in den Experimenten dieser Arbeit ausreichend, um einen
säureinduzierten Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration in den Kortexneu-
ronen hervorzurufen. Die Superfusion von Badlösung mit pH1 = 6,0 erbrachte eine
Ca2+-Amplitude von 280,2±14,8 in der Fluoreszenzmessung. Die Superfusion von
Badlösung mit pH2 = 5,0 rief eine Ca2+-Amplitude von 311,5±13,3 hervor. Der
Unterschied war zwar signifikant, jedoch eher klein. Dieser Unterschied ließe sich ei-
nerseits durch eine maximale Aktivierung von ASIC1a-Homomeren und ASIC1a/2b-
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Heteromeren erklären. Eine andere Erklärung wäre in einer zusätzlichen Aktivierung
von ASIC2a-Homomeren zu finden. In elektrophysiologischen Experimenten in Kor-
texneuronen trat bei der Aktvierung der säureinduzierten Kationeneinströme ab
pH-Werten um 4,0 eine Sättigung der Stromamplitude ein [Li et al., 2010b]. Es wäre
interessant zu untersuchen, ab welchem pH-Wert auch für die säureinduzierte Ca2+-
Amplitude ein Sättigungseffekt auftritt. Bei funktionell relevanter Anwesenheit von
ASIC2a-Homomeren in den Kortexneuronen wäre ein ähnlicher pH-Wert für den
Sättigungseffekt der säureinduzierten Ca2+-Amplitude wie in den elektrophysiologi-
schen Messungen zu erwarten.
5.4 Präkonditionierung durch extrazelluläre Azidose
Seit langem sind die Phänomene der ischämischen Präkonditionierung und der ischä-
mischen Toleranz bei zerebraler Ischämie bekannt [Kitagawa et al., 1990, Matsushi-
ma and Hakim, 1995]. Neuerdings wurde beschrieben, dass auch saure Präkonditio-
nierung durch Exposition in CO2-angereicherter Atmosphäre einen neuroprotektiven
Effekt gegenüber Ischämie in vivo hat [Zhang et al., 2012]. In der vorliegenden Arbeit
konnte durch saure Präkonditionierung bei pH 6,0 über drei verschiedene Zeiträume
(1 h, 6 h und über Nacht) die Amplitude der transienten, säureinduzierten Anstiege
der Ca2+-Konzentration modifiziert werden: nach saurer Präkonditionierung wurden
die Amplituden des säureinduzierten Ca2+-Anstiegs mit der Länge des Präkonditio-
nierungszeitraums zunehmend kleiner. Eine Sonderstellung nahm die sechsstündige
Präkonditionierung ein, nach der es zu einem Wiederanstieg der durch einstündige
Präkonditionierung zunächst reduzierten Ca2+-Amplitude kam. Zugleich existierten
nach sechsstündiger Präkonditionierung einige Neurone mit einer pH 5,0-induzierten
Ca2+-Amplitude > 600, welche nach Präkonditionierung für 1 h oder über Nacht
nicht zu beobachten waren. Saure Präkonditionierung für 1 h oder über Nacht, we-
niger jedoch für 6 h scheint also zu einer Verkleinerung des durch extrazelluläre
Azidose bedingten transienten Anstiegs der intraneuronalen Ca2+-Konzentration zu
führen.
Auch die durch hohe K+-Konzentration hervorgerufenen, depolarisationsindu-
zierten Ca2+-Amplituden in WT-Kortexneuronen ließen sich durch Präkonditionie-
rung mittels Azidose in gleicher Weise beeinflussen. In den ASIC1−/−-Neuronen
blieben die depolarisationsinduzierten Ca2+-Amplituden von der Präkonditionierung
mittels Azidose jedoch unbeeinflusst. Dies legt einerseits nahe, dass die Modulation
des Ca2+-Einstroms durch saure Präkonditionierung ASIC1-abhängig ist. Anderer-
seits ließ sich die unter Nimodipin-Blockade verbleibende pH 5,0-induzierte Ca2+-
Amplitude durch Präkonditionierung nicht ändern (die beobachteten Änderungen
der pH 6,0-induzierten Amplituden durch Präkonditionierung müssen mit Vorsicht
interpretiert werden, da sie nur aus einer Präparation stammen, siehe 4.1.4); es
wurde also der durch Nimodipin blockierbare Anteil des Ca2+-Einstroms moduliert.
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Damit liegt die Vermutung nahe, dass die saure Präkonditionierung einen Effekt auf
den spannungssensitiven Apparat der Zellmembran, insbesondere LTCCs, hat. Um
diese Hypothese zu untersuchen, wäre es interessant, den Einfluss von saurer Prä-
konditionierung beispielsweise auf das Expressionsniveau der Transkripte für LTCCs
oder die elektrophysiologischen Eigenschaften von LTCCs in WT- und ASIC1−/−-
Neuronen zu vergleichen.
Es ist beschrieben, dass ischämische Präkonditionierung zu einer verminder-
ten Expression der säuresensitiveren ASIC1a-Untereinheiten (pH50 = 6,2-6,8 für
ASIC1a-Homomere [Waldmann et al., 1997b, Benson et al., 2002]) und zu einer ver-
stärkten Expression der weniger säuresensitiven ASIC2-Untereinheiten (pH50 = 4,4
für ASIC2a-Homomere [Lingueglia et al., 1997]) führt [Miao et al., 2010, Pignataro
et al., 2011]. Der Effekt von saurer Präkonditionierung auf das Expressionsniveau
der verschiedenen ASIC-Untereinheiten ließe sich - wie in dieser Arbeit bereits be-
gonnen - am besten durch quantitative PCR und Western Blot bestimmen. Leider
ließen sich in dieser Arbeit keine belastbaren Daten in der qPCR erheben.
Gegen eine Herunterregulation von ASIC1a-Untereinheiten und eine Hochregu-
lation von ASIC2-Untereinheiten durch saure Präkonditionierung spricht jedoch fol-
gende Beobachtung aus den Experimenten mit Fura-2-Imaging: der kleine, jedoch
signifikante Unterschied zwischen den pH 6,0- und den pH 5,0-induzierten Ca2+-
Amplituden in den Kortexneuronen verschwindet nach Inkubation bei pHPra¨kond. =
6, 0 für 1 h, 6 h oder über Nacht. Nach der Präkonditionierung mittels Azidose
erzielt also eine Aktivierung der neuronalen ASICs mit pH1 = 6,0 bereits eine maxi-
male Ca2+-Amplitude in den Kortexneuronen. Dies spräche eher für eine verminder-
te Expression von weniger säuresensitiven ASIC2-Untereinheiten in der neuronalen
Zellmembran.
In den Versuchen dieser Arbeit mit Fura-2-Imaging konnte beobachtet werden,
dass saure Präkonditionierung zu einer Reduktion der Amplitude des säureinduzier-
ten Anstiegs der zytosolischen Ca2+-Konzentration und zu einer Vergrößerung der
Anzahl an Neuronen, deren Ca2+-Amplitude kleiner als 50 war, führte. Interpretiert
man das „Nicht-Antworten” mancher Neurone als Überlebensvorteil, ließen sich diese
Ergebnisse mit folgenden Hypothesen in Einklang bringen: auch durch saure Prä-
konditionierung werden oben genannte Veränderungen im Expressionsmuster von
ASICs in Kortexneuronen verursacht; dadurch entsteht ein neuroprotektiver Effekt.
Möglicherweise sind die „nicht antwortenden” Neurone jedoch auch schon geschä-
digt und deshalb nicht zu einem säureinduzierten Anstieg der intrazellulären Ca2+-
Konzentration befähigt. Die Zunahme ihrer Anzahl nach saurer Präkonditionierung
wäre dann nur ein Hinweis auf den zytotoxischen Effekt der sauren Präkonditionie-
rung selbst. Um zwischen zytoprotektivem und zytotoxischem Effekt der sauren Prä-
konditionierung unterscheiden zu können, wären Vitalitäts- bzw. Letalitäts-Essays
geeignet.
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Der in dieser Arbeit zur Präkonditionierung der Neurone verwendete pHPra¨kond. =
6, 0 entpricht bereits dem unter ischämischen Bedingungen im Gehirn maximal auf-
tretenden pH-Abfall [Rehncrona, 1985, Nedergaard et al., 1991b]. Klassischerweise
versteht man unter Präkonditionierung jedoch einen subletalen Stimulus, der einen
neuroprotektiven Effekt gegenüber einer darauffolgenden letalen Ischämie bewirkt.
Es wäre daher sinnvoll zu untersuchen, welchen Effekt die Inkubation von Neuronen
bei weniger sauren pH-Werten (beispielsweise pH 6,5 - 7,0) auf die säureinduzierten
Ca2+-Amplituden hat.
Auch nach saurer Präkonditionierung wurden in dieser Arbeit keine Hinweise auf
einen Beitrag von Ca2+-Einstrom aus dem ER zumindest zum pH 5,0-induzierten
Ca2+-Anstieg gefunden. Nach einstündiger Präkonditionierung konnte nach Thapsi-
gargin-Applikation kleiner ausfallende pH 6,0-induzierte Ca2+-Amplituden doku-
mentiert werden. Diese Beobachtung basiert jedoch auf Daten, welche im Wider-
spruch zu Daten aus den anderen Versuchsreihen stehen: in der Versuchsreihe mit
Thapsigargin kam es zu einem bisher nicht beobachteten nicht-signifikanten
(p = 0,55) Anstieg der pH 6,0-induzierten Ca2+-Amplitude durch die einstündige
Präkonditionierung. In den Versuchen ohne pharmakologische Beeinflussung, sowie
auch in den Messreihen mit Nimodipin war es nach einstündiger Präkonditionierung
dagegen zu einer signifikanten Reduktion der pH 6,0-induzierten Ca2+-Amplituden
gekommen. Um eine aussagekräftigere Untersuchung der Rolle von Ca2+-Einstrom
aus dem ER beim pH 6,0-induzierten Ca2+-Anstieg zu erhalten, müsste dieser Ver-
such mit größerer Fallzahl wiederholt werden. Die bisherigen Ergebnisse legen jedoch
nahe, dass auch nach saurer Präkonditionierung der überwiegende Anteil der Ca2+-
Ionen nach extrazellulärer Azidose über LTCCs und nicht aus dem ER ins neuronale
Zytosol gelangen.
Zusammenfassend unterstützen die Ergebnisse dieser Arbeit folgende Hypothe-
sen: durch saure Präkonditionierung kommt es zu einer Modulation und insbesondere
auch Reduktion des säureinduzierten Ca2+-Einstroms in Neuronen; dies könnte ei-
nerseits durch die beschriebene Hochregulation von ASIC2-Untereinheiten und Her-
unterregulation von ASIC1a-Untereinheiten bedingt sein; andererseits könnte dabei
auch eine ASIC1-abhängige Regulation von LTCCs eine Rolle spielen. Die Länge
der Präkonditionierung mittels Azidose könnte mit darüber entscheiden, ob ein neu-
roprotektiver Effekt eintritt oder nicht.
5.5 Methodenkritik zur Durchführung der qPCR
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Messungen zum Expressionsmuster
der Transkripte für ASIC1a, -2a und -2b zeigten keine signifikanten Unterschiede
durch Präkonditionierung mittels Azidose für 1 h, 6 h oder über Nacht.
Bei der Durchführung der qPCR nach dem Schema, wie es in Abschnitt 3.2.7
beschrieben ist, ist es bei dieser Arbeit immer wieder zu Problemen gekommen: zum
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einen waren die gemessenen Ct-Werte - u.a. auch für das Haushaltsgen GAPDH
- sehr hoch (bis über 40). So hohe Ct-Werte ließen sich anhand der Menge der
revers transkribierten RNA nicht erwarten. Außerdem ist die Bestimmung der initial
vorhandenen cDNA und damit des Expressionsniveaus der mRNA-Transkripte aus
so hohen Ct-Werten äußerst ungenau. Das zweite wiederkehrende Problem war, dass
sich die Ct-Werte für ein beliebiges Primerpaar aus ein und derselben cDNA-Probe
mit dem hier verwendeten qPCR-Protokoll nicht reproduzieren ließen.
Zunächst wurde von degradierter cDNA durch Kontamination mit DNAsen aus-
gegangen, sodass neue cDNA synthetisiert wurde. Dann wurde das Problem in der re-
versen Transkription der mRNA gesucht. Daher wurde die eingesetzte Gesamt-RNA-
Menge verändert sowie eine reverse Transkription mit Zufalls-Hexamer-Primern an-
stelle von oligo-(dT)20-Primern durchgeführt. Außerdem wurde mehrfach neue RNA
aus primärkultivierten Kortexneuronen gewonnen, revers transkribiert und mittels
qPCR analysiert. All diese Lösungsansätze führten jedoch nicht zu niedrigeren und
reproduzierbaren Ct-Werten. Die hier gezeigten Ergebnisse der qPCR sind also bes-
tenfalls als erste Hinweise für zukünftige Versuche zu verstehen. Keinesfalls können
aus diesen Ergebnissen statistisch abgesicherte Aussagen zur Beeinflussung des Ex-
pressionsniveaus der ASIC-Untereinheiten in Kortexneuronen durch Präkonditionie-
rung mittels Azidose gewonnen werden.
5.6 Ausblick
In dieser Arbeit konnten die bereits bekannte Schlüsselrolle von ASIC1a-Untereinhei-
ten beim säureinduzierten Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration in Kortex-
neuronen bestätigt werden. Die pharmakologische Blockade von ASIC1a-Homomeren
und ASIC1a/2b-Heteromeren scheint ein vielversprechender neuer Ansatz für die
Therapie des ischämischen Schlaganfalls zu sein. Daneben konnte ein quantitativ be-
deutender Beitrag von LTCCs zum säureinduzierten Anstieg der zytosolischen Ca2+-
Konzentration in Kortexneuronen gezeigt werden. Ob LTCCs auch beim ischämi-
schen Schlaganfall zur Potenzierung des Ca2+-Einstroms beitragen, bleibt noch un-
geklärt. LTCCs als pharmakologische Zielproteine in der Therapie des ischämischen
Schlaganfalls lassen in Anbetracht ihrer Expression insbesondere im Herz-Kreislauf-
System einige systemische Nebenwirkungen erwarten; dennoch erscheint es sinnvoll,
die Rolle der LTCCs beim ischämischen Schlaganfall experimentell näher zu be-
trachten.
Präkonditionierung mittels Azidose führte in dieser Arbeit abhängig von der
Länge des Präkonditionierungszeitraums zu einer Modulation des säureinduzierten
Ca2+-Einstroms in Kortexneuronen. Ob sich durch Präkonditionierung mittels Azi-
dose auch das Überleben von Neuronen unter sauren beziehungsweise ischämischen
Bedingungen modifizieren oder sogar günstig beeinflussen lässt, muss in weiteren
Arbeiten untersucht werden. Auf zellulärer Ebene wäre eventuell der Einfluss von
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Präkonditionierung mittels Azidose auf die Funktion von spannungsabhängigen LT-
CCs in der neuronalen Zellmembran ein interessantes Versuchsobjekt. Es sollte auch
der Effekt von weniger sauren pH-Werten (etwa pH 6,5 - 7,0) für die Präkonditionie-
rung der Neurone untersucht werden. Sollte sich die Hypothese der Neuroprotektion
mittels saurer Präkonditionierung bestätigen lassen, wäre zu überlegen, wie sich ei-
ne solche Art der Präkonditionierung in ein klinisch brauchbares therapeutisches
Konzept umsetzen ließe.
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6 Zusammenfassung
Unter ischämischen Bedingungen kommt es im Gehirn zur Gewebeazidose. Durch
Aktivierung der säureaktivierte Kationenkanäle ASICs kommt es in Neuronen zum
transienten Einstrom von Ca2+-Ionen und im Verlauf zum neuronalen Zelltod. Der
genaue Mechanismus, über den die Aktivierung von ASICs durch Azidose zum An-
stieg der neuronalen Ca2+-Konzentration führt, ist nicht vollständig bekannt. Durch
Präkonditionierung mittels Ischämie oder Azidose lässt sich in Neuronen ein neu-
roprotektiver Effekt gegenüber ischämischer Schädigung induzieren. Es gibt erste
Hinweise, dass ischämische Präkonditionierung zu Veränderungen im Expressions-
muster von ASICs führen.
In dieser Arbeit wurde mittels Fura-2-Imaging an primärkultivierten WT- und
ASIC1−/−-Kortexneuronen der Maus untersucht, welche anderen zellulären Mecha-
nismen zum säureinduzierten Anstieg der neuronalen Ca2+-Konzentration beitra-
gen. Der Effekt von Präkonditionierung durch Azidose für verschiedene Zeiträume
auf den fluorometrisch gemessenen Anstieg der Ca2+-Konzentration und das durch
qPCR ermittelte Expressionsniveau der ASIC-Untereinheiten 1a, 2a und 2b wurde
erfasst.
Die Blockade von L-Typ Ca2+-Kanälen durch Nimodipin, nicht jedoch die Entlee-
rung des endoplasmatischen Retikulums mittels Thapsigargin führte zu einer deutli-
chen Reduktion des säureinduzierten Anstiegs der neuronalen Ca2+-Konzentration.
In ASIC1−/−-Neuronen ließ sich durch Azidose kein Anstieg der neuronalen Ca2+-
Konzentration hervorrufen. Durch Präkonditionierung mittels Azidose konnte in Ab-
hängigkeit vom Präkonditionierungszeitraum eine Reduktion des säureinduzierten
Anstiegs der neuronalen Ca2+-Konzentration bewirkt werden. Auch der depolarisa-
tionsinduzierte Anstieg der neuronalen Ca2+-Konzentration konnte in gleicher Weise
in WT-Neuronen, nicht jedoch in ASIC1−/−-Neuronen beeinflusst werden. Mittels
qPCR ließ sich kein Einfluss von Präkonditionierung mittels Azidose auf die Regu-
lation von ASIC1a, -2a oder 2b auf Transkriptionsebene feststellen.
Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass der Großteil des säureinduzier-
ten Anstiegs der Ca2+-Konzentration in Neuronen durch sekundär aktivierte L-Typ
Ca2+-Kanäle vermittelt wird. Präkonditionierung mittels Azidose scheint vor al-
lem auf den säureinduzierten Ca2+-Einstrom über L-Typ Ca2+-Kanäle in Neuronen
einen Einfluss zu haben. Dieser Effekt der Präkonditionierung mittels Azidose ist
wahrscheinlich ASIC1-abhängig. Diese Ergebnisse geben neue Hinweise auf die Rol-
le von L-Typ Ca2+-Kanälen beim ischämischen Zelltod von Neuronen und bei der
Präkonditionierung mittels Azidose. Dem könnte in in vivo-Modellen der zerebralen
Ischämie nachgegangen werden.
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